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RESUMO

FOSSE FILHO, J. C. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Junho de 2018; Morfologia do trato digestivo e desempenho zootécnico de juvenis
de Astronotus ocellatus e larvas de Oreochromis niloticus com suplementacdo de
enzimas exogenas

O Astronotus ocellatus € uma espécie de peixe, nativo da Bacia Amazoénica,
com alto potencial para a aquicultura, tanto de corte como ornamental. A tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie de peixe da familia Cichlidae, nativa do
continente africano. No Brasil apenas seu cultivo representa metade da producédo
anual de peixes. Os trabalhos realizados foram divididos em trés experimentos
distintos. Os experimentos objetivaram testar niveis enzimaticos na nutricdo de
Astronotus ocellatus e Oreochromis niloticus sob diferentes condi¢des de cultivo. No
primeiro experimento (Astronotus ocellatus): Foram testados seis tratamentos com
trés repeticbes cada, um tratamento foi o controle (sem adicdo de complexo
enzimatico), e os outros receberam os niveis de 0,066%; 0,0132%; 0,0200%;
0,0266%; 0,032%. Os animais foram alimentados quatro vezes ao dia no periodo de
45 dias. Os tratamentos controle e 0,0266% de inclus&o foram os que apresentaram
os melhores resultados para os parametros de desempenho. Nao houve efeito
significativo para os parametros morfométricos avaliados. Como conclusédo, a
inclusdo de complexo enzimatico ndo apresentou diferenca nos resultados de
parametros de desempenho ou morfométrico dos animais. O segundo experimento
(Astronotus ocellatus): Foram testados cinco tratamentos com quatro repeticdes
cada, um tratamento foi o controle (sem adicdo de complexo enzimatico), e os
outros receberam os niveis de 0,066%; 0,0132%; 0,0200%; e 0,0266%. Os animais
foram alimentados quatro vezes ao dia no periodo de 30 dias. Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos para os parametros de desempenho analisados.
Para os parametros morfométricos, o tratamento com 0,0266% de complexo
enzimatico apresentou a melhor resposta. Como concluséo, a inclusdo de complexo
enzimatico nao apresentou diferenca nos resultados de desempenho, mas houve
uma melhora significativa na morfométrico dos animais a medida que aumentava os
niveis de complexo enzimatico. No terceiro experimento (Oreochromis niloticus):

Foram testados cinco tratamentos com quatro repeticdes cada, um tratamento foi o



controle (sem adicdo de complexo enzimatico), e 0os outros receberam os niveis de
0,066%; 0,0132%; 0,0200%; e 0,0266%. Os animais foram alimentados quatro
vezes ao dia no periodo de 30 dias. Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos para os parametros de desempenho analisados. Para os parametros
morfométricos, o tratamento com 0,0200% de complexo enzimatico apresentou a
melhor resposta para altura das vilosidades. Como conclusdo, a incluséo de
complexo enzimatico ndo apresentou diferenca nos resultados de desempenho,
mas houve uma melhora significativa na morfométrico dos animais.

Palavras-chave: Nutricdo, Piscicultura, Ciclideos



ABSTRACT

FOSSE FILHO, J. C. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Junho de 2018; Morphology of the digestive tract and zootechnical performance of
juveniles of Astronotus ocellatus and Oreochromis niloticus larvae with
supplementation of exogenous enzymes

Astronotus ocellatus is a species of fish, native to the Amazon Basin, with
high potential for aquiculture, both cut and ornamental. Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) is a species of fish in the Cichlidae family, native to Africa. In Brazil, its
cultivation alone represents half of the annual fish production. The works were
divided into three different experiments. The experiments aimed to test enzymatic
levels in the nutrition of Astronotus ocellatus and Oreochromis niloticus under
different culture conditions. In the first experiment (Astronotus ocellatus): Six
treatments with three replicates were tested, one treatment was the control (without
addition of enzymatic complex), and the others received levels of 0.066%; 0.0132%;
0.0200%; 0.0266%; 0.032%. The animals were fed four times a day within 45 days.
Control and 0.0266% inclusion treatments presented the best results for the
performance parameters. There was no significant effect on the morphometric
parameters evaluated. As conclusion, the inclusion of enzymatic complex showed no
difference in the results of performance or morphometric parameters of the animals.
The second experiment (Astronotus ocellatus): Five treatments were tested with four
replicates each, one treatment was the control (without addition of enzyme complex),
and the others received levels of 0.066%; 0.0132%; 0.0200%; and 0.0266%. The
animals were fed four times a day within 30 days. There was no significant
difference between the treatments for the performance parameters analyzed. For the
morphometric parameters, treatment with 0.0266% enzyme complex presented the
best response. In conclusion, the inclusion of enzyme complex showed no difference
in the performance results, but there was a significant improvement in the
morphometric of the animals as the enzyme complex levels increased. In the third
experiment (Oreochromis niloticus): Five treatments were tested with four replicates
each, one treatment was the control (without addition of enzyme complex), and the
others received levels of 0.066%; 0.0132%; 0.0200%; and 0.0266%. The animals
were fed four times a day within 30 days. There was no significant difference

between the treatments for the performance parameters analyzed. For the



morphometric parameters, treatment with 0.0200% of enzyme complex presented
the best response for villus height. In conclusion, the inclusion of enzyme complex
did not show any difference in the performance results, but there was a significant
improvement in the morphometric of the animals.

Key-words: Nutrition, Fish farming, Ciclideos
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1 INTRODUCAO

O Astronotus ocellattus, popularmente conhecido como apaiari ou oscar, €
um peixe da Familia Cichlidae, nativo da Bacia Amazodnica. Esta espécie tem
grande potencial para a piscicultura comercial devido a sua carne firme, saborosa e
auséncia de espinhas intramusculares (FONTENELE e NEPOMUCENO, 1983) com
boa aceitacdo, pois nas décadas de 70 e 80, foi produzido em grande escala no
nordeste brasileiro (BEZERRA e SILVA et al, 1993). Além disso, seu
comportamento agressivo e coloracdo atraente fazem com que a espécie apresente
atrativos para a aquariofilia, com exemplares cultivados no mundo todo para esta
finalidade (FONTENELE, 1982).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie de peixes da familia
Cichlidae, nativa do continente asiatico. No Brasil, apenas seu cultivo representa
metade da producdo anual de peixes. Esse destaque se deve a sua resisténcia a
niveis baixos de oxigénio dissolvido e altos de amdnia na agua, crescimento rapido,
boa converséo alimentar e boa aceitacdo de alimentos artificiais desde a fase larval
(MEURER et al., 2000).

Na area da nutricdo animal, as pesquisas tém sido realizadas visando
alternativas na formulacao da dieta, de modo a desenvolver racbes mais eficientes e
economicamente viaveis, visto que a racdo na piscicultura representa a maior
parcela no custo total de producéo.

O trato digestorio das larvas de muitas espécies de peixes sofre inUmeras
alteracdes no decorrer de seu desenvolvimento ontogénico, o que pode influenciar
diretamente em sua sobrevivéncia e desempenho zootécnico sob condicdes de
cultivo. Estas alteracfes estdo relacionadas com a morfologia e a capacidade da
larva de produzir enzimas digestivas necessarias para a digestdo e absorcdo dos
nutrientes. Assim, o conhecimento sobre o desenvolvimento estrutural do sistema
digestorio é essencial para compreender a fisiologia digestiva e determinar o tempo
ideal para alteragbes na dieta das larvas (CAHU e ZAMBONINO-INFANTE, 2001;
KAMACI et al., 2009).

O tempo de desenvolvimento do trato digestorio e de suas funcdes
fisiol6gicas é afetado pelo histérico de vida e estratégia reprodutiva de cada espécie

(BALON, 1975). Além disso, esse tempo pode sofrer alteracbes por fatores abidticos
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e bidticos como, temperatura, disponibilidade e qualidade do alimento, e qualidade
de agua (ZAMBONINO-INFANTE e CAHU, 2007).

Aspectos da organizacao histolégica do trato digestorio durante a ontogenia
inicial ou sob diferentes condicBes alimentares podem ser considerados como
valioso biomarcador para acessar as condigdes nutricionais e avaliar o efeito de
dietas desbalanceadas em larvas e juvenis (GISBERT et al., 2008). Nesse sentido,
Trevifio et al. (2011) relataram que o intestino e o figado sdo considerados bons
alvos de estudo, jA que suas organizacdes histolégicas sédo particularmente
sensiveis a quantidade e a qualidade da dieta.

Estudos com suplementacdo de enzimas exdgenas em larvas e juvenis de
peixes tém apresentado resultados distintos em relacédo a sua eficiéncia. Kolkovski
(2001) concluiu que o efeito das enzimas digestivas nas dietas é dependente da
idade, espécie e do tipo de enzima digestiva, bem como, do habito alimentar da
espécie. O efeito da adicdo de enzimas digestivas na racao tem sido estudado para
algumas espécies de peixes continentais, como o0 pacu, Piaractus mesopotamicus
(TESSER et al., 2006) e tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (SIGNOR et al., 2010).
Entretanto, o A. ocellatus ainda requer estudos com objetivo de obter o melhor
aproveitamento de dietas microparticuladas e, consequentemente, melhor
desempenho zootécnico em sistemas de cultivo intensivo.

Os graos de soja possuem quantidades elevadas de substancias pécticas na
parede celular (COSTA et al., 2004). Segundo Ouhida et al. (2002), o tratamento de
cascas e cotilédones de soja com enzimas degradadoras de parede celular
(pectinase, xilanase e celulase) resulta na liberacdo de, pelo menos, 7% dos
monossacarideos componentes das fracées nao sollveis em agua.

Os complexos enziméticos ndo apresentam funcao nutricional direta, mas,
atuam como auxiliador no processo digestivo, de modo a melhorar a digestibilidade
dos nutrientes. A atuacdo das enzimas exdgenas ocorre da mesma forma que as
enzimas enddgenas, apresentando um sitio ativo com a capacidade de atuar sobre
substratos especificos, hidrolisando-os (COSTA et al, 2007).

O uso de subprodutos vegetais na alimentacédo de peixes é economicamente
viavel devido sua ampla disponibilidade e, consequentemente, menor custo. Os
usos de enzimas exdgenas nas racdes de peixes sdo excelentes alternativas para
melhora a digestibilidade do farelo de soja e reduzir os custos com farinha de

peixes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESPECIE

2.1.1 Apaiari (Astronotus ocellatus)

O A. ocellatus é um ciclideo originario da Bacia Amazobnica, adaptado e
disseminado desde 1938 em acgudes e rios do Nordeste brasileiro pelo
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), encontrado em quase
todo o pais (FONTENELE, 1982).

Quanto ao comportamento da espécie, Braga (1962) afirma que é
preferencialmente gregério: alevinos e juvenis nadam em cardumes compactos e
adultos sao territorialistas. Preferem locais sombreados e calmos e aguas rasas e
claras. Nao séo tolerantes a grandes variacfes de temperatura, uma vez que, sua
atividade é reduzida em aguas abaixo de 15°C e morre quando a temperatura se
torna inferior a 10°C.

O apaiari apresenta corpo de conformacdo robusta, achatado lateralmente,
relativamente alto em relagdo ao comprimento, regido dorsal espessa e sem
espinhas intramusculares, cor parda escura ou castanha, com manchas verticais
vermelho-claras, nadadeira dorsal e anal com espinhos, nadadeira caudal
arredondada, cabeca pequena em relacdo ao corpo, olhos grandes e linha lateral
interrompida. Uma das caracteristicas desta espécie € um ocelo quase circular, de
cor preta, orlada de vermelho-carmim, localizado no pedunculo caudal proximo a
insercao da nadadeira de mesmo nome (FONTENELE e NEPOMUCENO, 1983).

Gurgel e Freitas (1973) afirmam que o aproveitamento do apaiari com peso
meédio de 283,8 gramas €, em média, de 85,5%, entre o0 peixe integro e eviscerado,
variando de 81 a 90,6%. As fémeas apresentam maior rendimento em carne do que
0s machos.

Nos anos de 1978 a 1988, a producéo de acard-agu (apaiari), em 100 acudes
administrados pelo DNOCS, foi de 5.574,34 toneladas, em média 506,76 toneladas
por ano, 0 que colocou a espécie entre as seis mais produtivas, sua producao de
alevinos é promissora e viavel, com mé&o de obra, relativamente baixa sem
comprometer os rendimentos (BEZERRA e SILVA et al., 1993).
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2.1.2 Tilapia (Oreochromis niloticus)

A tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus), é uma espécies nativa da bacia do
rio Nilo, no Leste da Africa, pertence a familia dos ciclideos, encontrando-se
amplamente disseminada nas regides tropicais e subtropicais (CARVALHO, 2006).
No Brasil foi introduzida, em 1971, por intermédio do Departamento Nacional de
Obras Contra a Seca (DNOCS) nos acudes do Nordeste, difundindo-se para todo o
pais (PROENCA e BITTENCOURT, 1994; CASTAGNOLLI, 1996).

O habito alimentar onivoro da tilapia-do-nilo (O. niloticus) h& torna uma
espécie bastante versatil, pois se adapta tanto ao cultivo extensivo sem qualquer
tecnologia empregada, quanto ao sistema de criagdo em tanques-rede com racfes
completas e com alta tecnologia de producdo (MEURER et al., 2002). Com boa
aceitacdo no mercado consumidor, devido a 6tima qualidade de carne, e por ndo
apresentar espinhos intramusculares no seu filé, destaca-se no cultivo, por
apresentar crescimento rapido e rusticidade (HILDSORF, 1995).

Os peixes onivoros possuem adaptacGes morfolégicas e fisioldgicas que
possibilitam a utilizacdo de ragbes com elevadas porcentagens de ingredientes
vegetais, pois utilizam melhor os carboidratos e a proteina dessas fontes
(TENGJAROENKUL et al.,, 2000), em relacdo aos carnivoros. Isso possibilita
reducdo no custo com a alimentacdo (DEGANI et al., 1997), principalmente com as
tilapias (DEGANI e REVACH, 1991), que se destacam entre as espécies onivoras
na utilizacdo dos aminoacidos das fontes protéicas convencionais e alternativas de
origem vegetal (FAGBENRO, 1998).

2.2 ESTRUTURA DO SISTEMA DIGESTORIO

No momento da eclosdo, muitas larvas de peixes apresentam Orgaos
imaturos e, com isso, sua nutricdo é provida endogenamente através do saco
vitelino (YUFERA e DARIAS, 2007). Os principais 6rgaos tornam-se funcionais até o
momento de primeira alimentacdo, e diferenciam-se durante o estagio larval e
metamorfose (FALK-PETERSEN, 2005).

De acordo com caracteristicas morfologicas e histolégicas dos 6rgaos
digestivos, alguns autores fizeram uma caracterizagéo geral do desenvolvimento e

diferenciagéo do sistema digestivo através de sua divisao em trés diferentes fases:
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um periodo intenso de proliferacédo celular e morfogénese dos 6rgdos digestivos, um
periodo no qual as estruturas digestivas se diferenciam e alcangam suas definitivas
organizacdes morfologicas e histologicas e finalmente, um estagio caracterizado
pelo crescimento em tamanho e volume dos 6rgédos digestivos (TREVINO et al.,
2011; COMABELLA et al., 2013). Entretanto, o tempo de desenvolvimento de cada
orgdo e de suas funcgbes fisiologicas é afetado pela histéria geral de vida e
estratégia reprodutiva de cada espécie e também por uma variedade de fatores
bidticos e abioticos, incluindo qualidade de agua, temperatura e disponibilidade e
composic¢édo do alimento (PRADHAN et al., 2012).

Nos vertebrados, diferentes segmentos do trato gastrintestinal empregam
diferentes mecanismos celulares em resposta a quantidade e qualidade da dieta. A
utilizacdo do intestino e das glandulas acessoérias digestivas como 6rgaos alvo do
estado nutricional e fisioldgico no peixe é bem conhecida. O intestino esta envolvido
em importantes func¢des fisioldgicas digestivas, sendo o principal local de digestdo e
absorcdo dos alimentos, enquanto o figado € o 6rgdo metabdlico central do corpo
com um papel predominante no metabolismo intermediario, com funcdes
importantes no armazenamento e digestdo de lipidios, além de processos de
desintoxicacdo. A utilizacdo 6tima dos nutrientes da dieta em Ultima analise
depende da eficacia das func¢des no intestino e no figado e, consequentemente, a
alteracdo estrutural da organizacao histomorfolégica desses 6rgaos pode fornecer
informacdes Uteis sobre a qualidade da dieta, metabolismo e do estado nutricional
dos peixes. Além dos 6rgdos-alvo acima mencionados, varios estudos tém usado
satisfatoriamente outros tecidos, como o musculo e cartilagem, como indicadores do
estado nutricional das larvas de peixes em jejum (CATALAN e OLIVAR, 2002).

Trevifio et al. (2011) estudaram e compararam a ontogenia do sistema
digestorio de larvas de Petenia splendida com outras espécies de aguas
continentais e, através de seus resultados, observaram que o desenvolvimento
histolégico do trato digestivo e de glandulas acessorias da espécie estudada pelos
autores foi similar aos achados em outros estudos anteriores, exceto pelo tempo de
desenvolvimento dos eventos e duracdo dos estagios ontogénicos. Nesse sentido,
Lazo et al. (2011) relataram que, para a maioria das espécies descritas, no
momento da eclosdo o canal alimentar € composto por um tubo estreito
indiferenciado localizado dorsalmente ao saco vitelino. Contudo, durante o estagio

larval lecitotréfico, as larvas sofrem rapidas mudancas no desenvolvimento levando
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a diferenciacdo de diversas regifes e érgaos componentes do sistema digestivo, a
saber, bucofaringe, esbéfago, intestino, pancreas e figado, ao passo que a
morfogénese do estdmago é dependente da espécie.

Os fatores anatdmicos relacionados ao inicio da alimentacdo exégena sao
aqueles relacionados com a localizacdo da presa (olhos e 6rgdos quimosensoriais),
captura (boca, cauda e musculos), ingestdo e digestdo (sistema digestivo)
(YUFERA e DARIAS, 2007). No momento da eclos&o, quando as larvas da maioria
das espécies dispdem ainda das reservas vitelinicas, o trato digestivo aparece como
um tubo reto indiferenciado localizado dorsalmente ao saco vitelino, ainda sem
comunicacdo com 0O ambiente externo, jA que, nesta fase, ainda ndo ha
desenvolvimento completo de boca e anus (MAI et al., 2005). Segundo Gisbert et al.
(2004), durante a absorcéo do saco vitelino de larvas de Paralichthys californicus, o
sistema digestivo sofre mais alteragbes e o tubo digestivo indiferenciado torna-se
segmentado em trés regides histologicas diferentes: a bucofaringe, eséfago e

intestino.

2.2.1 Cavidade bucal e faringe

No momento da eclosdo, a bucofaringe das larvas de Acipenser baeri se
apresenta fechada. Esta € inicialmente revestida por duas a trés células ao longo do
epitélio cubico pseudoestratificado, cercado por tecido conectivo e lamina propria
(GISBERT et al., 1998). Em Oplegnathus fasciatus, no momento da abertura de
boca, a cavidade bucal e valvula oral sdo compostas de um epitélio escamoso
simples (HE et al., 2012). Células caliciformes aparecem na mucosa bucofaringiana
posterior com 7-9 dias apos eclosdo (DAE) em Paralichthys californicus. Entre 10 e
11 DAE, as células caliciformes aumentaram numericamente e comecaram a
secrecdo de glicoproteinas neutras, e em 13 DAE, as mesmas sintetizaram acido
(carboxilado e sulfatado) mucinas contendo residuos de &cidos sidlico. Ainda nesta
idade, dentes caninos foram observados surgindo da vélvula oral e na regido
posterior da cavidade bucofaringeana. Ao final do estagio de pré-flexdo (15-17
DAE), células caliciformes e papilas gustativas foram visiveis por todo o epitélio
bucofaringeano sendo mais abundante na regido anterior da cavidade bucal
(GISBERT et al, 2004). O mesmo ocorreu em Atractosteus tristoechus
(COMABELLA et al., 2013), Oponk bimaculatus (PRADHAM et al., 2012) e Seriola
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lalandi (CHEN et al., 2006), porém, em diferentes idades de desenvolvimento. O
surgimento das papilas gustativas, dentes e células caliciformes na bucofaringe
podem indicar que a larva adquire a capacidade de avaliacdo da palatabilidade e o
reflexo de degluticdo do alimento (MICALE et al. 2006). Segundo Pradhan et al.
(2012), o tempo de desenvolvimento dos dentes, lingua, papilas gustativas e células
mucosas na bucofaringe de O. bimaculatus coincidiram com a transicéo da larva do
alimento enddégeno para o exégeno, que pode ser atribuido ao envolvimento das
estruturas mencionadas anteriormente na captura, gosto e degluticdo da presa.
Além disso, a abundéancia de células caliciformes na regido posterior da bucofaringe
e esoOfago e suas secrecdes ricas em glicoconjugados neutros podem servir como
um lubrificante protegendo a mucosa da bucofaringe e do eséfago de abrasbes que

podem ser causadas pelo alimento vivo (GISBERT et al., 1999).

2.2.2 Eso6fago

Na eclosdo, o esb6fago em larvas de peixes ndo é uma regido do trato
digestorio diferenciada morfologicamente e sua morfogénese tem lugar no ultimo
estagio de desenvolvimento, apenas antes do inicio da alimentacdo exdgena (LAZO
et al., 2011). Segundo Gisbert et al. (1998), o es6fago em Acipenser baeri comeca a
se diferenciar com trés DAE, esta estrutura aparece ainda como um epitélio colunar
simples com um estreito e curto limen. Ainda este autor relata um grande nimero
de células esofagicas apresentando vacuolos supranucleares com inclusdes de
vitelo acidofilo e granulos de pigmento. Nesta idade, seccdes histoldgicas revelam
gue o esb6fago esta em morfogénese e suas conexdes com o futuro estbmago ainda
nao estdo estabelecidas devido a grande massa de vitelo ainda presente.

No momento da primeira alimentacdo exdgena em larvas de Seriola lalandi,
nao foram observadas células mucosas nem vilosidades. Contudo, dois dias apés o
inicio da alimentacdo exdgena, ambas as estruturas iniciaram sua formacdo e
rapidamente aumentaram em numero. As células mucosas foram coradas em
vermelho pela técnica de PAS com 12 DAE, indicando a presenca de glicoproteinas
neutras ou mucosubstancias. Ja as vilosidades séo formadas por um epitélio cubico
simples. Com 15 DAE, quando o alimento das larvas mudou de rotiferos para

nauplios de artémia, a quantidade de células mucosas e vilosidades sé&o
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abundantes e nenhuma mudanca histolégica substancial € encontrada deste
momento até 36 DAE (CHEN et al., 2006).

Segundo Comabella et al. (2013), em um estudo com larvas de Atractosteus
tristoechus, a conexdo entre o eséfago e o estbmago cardico ocorre com quatro
DAE. Neste momento, o es6fago € alongado, e duas regibes associadas com
secrecéao (anterior) e transporte do alimento (posterior) podem ser distinguidas com
abundantes células caliciformes e ciliadas. As células caliciformes e a mucosa do
esb6fago sdo intensamente coradas pela técnica de PAS indicando secrecdes de
mucopolissacarideos. A regido anterior do es6fago foi revestida por um epitélio
colunar pseudoestratificado. Ja a regido posterior, que conecta o eséfago com o
estbmago cardico, consistiu de um epitélio colunar ciliado simples. Diversas
vilosidades longitudinais foram presentes na juncdo entre o esbéfago posterior e o
estdbmago cardico. Estas vilosidades aumentam em complexidade e comprimento
com o desenvolvimento larval. Ainda estes autores relatam que a abertura de boca
e anus das larvas desta espécie ocorre com trés DAE, mas como a conexao entre
esbfago e estbmago ainda ndo se encontrava formada, a assimilacdo de alimento
era impossivel. Uma especial atencédo pode ser necessaria em tanques durante os
primeiros dias de larvicultura, imediatamente antes ao aparecimento das células
caliciformes esofagicas funcionais, uma vez que a ingestdo do alimento vivo pode
resultar em descamacfes e abrasdes do epitélio esofagico devido a auséncia da
mucosa protegendo esta area, assim, podendo resultar em uma alta mortalidade
larval (GISBERT et al., 2004).

2.2.3 Estébmago

Embora em muitas espécies um estdmago incipiente € distinto logo apés a
eclosdo, na transicdo entre o esodfago e o intestino, o estbmago € um dos ultimos
orgaos do sistema digestivo a se diferenciar (ZAMBONINO INFANTE et al., 2008).
Em Petenia splendida, a diferenciacdo deste 6rgdo acontece com 6 DAE, este
evento ocorre na regido posterior ao esodfago através da ampliacdo do trato
digestivo (TREVINO et al., 2011). Apé6s a dilatacdo do trato digestivo a mucosa do
estbmago torna-se pregueada, enguanto uma camada circular fina de células
musculares rodeia a mucosa. Este evento € seguido, posteriormente, pela deteccéo

do esfincter pilorico primordial (que separa o estbmago do intestino anterior), a
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modificacdo do musculo circular (que se torna estriado) e a observagéo das células
sanguineas e do tecido conectivo frouxo (HE et al., 2012). Em seguida, se inicia a
segmentacdo do estbmago em diferentes regibes estruturais, tais como cardica,
fundica e pilorica, que séo distintas por um epitélio colunar espesso (SARASQUETE
et al., 2014). Neste momento, as glandulas gastricas sdo primeiramente
evidenciadas, concentradas em ambas regifes cardica e fundica, ou como relatado
por Pradhan et al. (2012), regido glandular. A mucosa da regido cardica do
estbmago € organizada em pregas, revestida por um curto epitélio ciliado simples
com nucleos basais e desprovida de ceélulas caliciformes. Ja a regido fundica foi
revestida por um alto epitélio colunar ciliado simples com células caliciformes
acidofilicas. A regido pilérica do estbmago foi pregueada e revestida por um curto
epitélio colunar ciliado e com auséncia de glandulas gastricas (MAI et al., 2005).

O estdbmago é geralmente estimado como completamente desenvolvido
quando as glandulas gastricas sao presentes, e as regides descritas anteriormente
sao distinguidas (ZAMBONINO INFANTE et al., 2008). Em adicdo, Pradhan et al.
(2012) citaram que a presenca de células mucosas no epitélio revestindo o lume do
estbmago, produzindo e secretando glicoconjugados neutros confirmou que, o
estbmago provavelmente se apresentava funcional em Ompok bimaculatus, ja que,
muco-substancias neutras podem proteger o estbmago da autodigestdao causado
pelo &cido cloridrico (HCI) e enzimas produzidas pelas glandulas géastricas durante o

processo de digestdo do alimento ingerido.

2.2.4 Intestino

O intestino € a mais longa porcédo do trato digestorio, ocupa a maior parte da
cavidade abdominal, e é um dos primeiros 6rgados digestivos a se diferenciar. A
mucosa intestinal € um tecido muito dinamico e ativo e é o principal sitio de digestéao
e absorcéo dos nutrientes, bem como sendo diretamente envolvido na ativacéo
hormonal e nervosa da sintese de enzimas e bile e suas subsequentes secre¢des
do pancreas e figado. Larvas recém eclodidas possuem um intestino primordial
revestido por um epitélio colunar simples em diferenciacdo (LAZO et al., 2011). A
segmentacao intestinal € aparente em larvas de Chelon labrosus desde que a futura
valvula ileo-retal se torna desenvolvida e claramente separa o intestino anterior

(pré-valvular) da porcao intestinal posterior (pés-valvular) (SARASQUETE et al.,
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2014). Segundo Lazo et al. (2011), ndo sdo observadas diferencas histologicas
entre o intestino pré- e pds-valvular; ambas regides sao revestidas por um epitélio
colunar simples com nudcleo basal, citoplasma basofilo e microvilosidades
proeminente.

Durante o desenvolvimento larval, o intestino dos peixes se enrola e forma
um circuito fechado para acomodar seu aumento de tamanho na cavidade visceral,
as vilosidades intestinais aumentam e as células caliciformes se diferenciam no
epitélio (HERNANDEZ et al., 2014). Trés regides distintas podem ser distinguidas
ao longo do intestino de acordo com suas organizacdes histolégicas. O segmento
antero-mediano (pré-valvular intestino) recebe as secrec¢des pancreaticas e biliares
e é histoloégicamente caracterizado por um epitélio colunar com microvilosidades
proeminentes e com um alto numero de células caliciformes, muito préximas ao
esfincter pilérico (ZAMBONINO INFANTE et al., 2008). Esta regido do intestino é o
principal sitio do trato digestivo para absorcao de lipideos (DIAZ et al., 1997; OLSEN
et al., 2000), enquanto as proteinas sdo absorvidas no intestino posterior
(DEPLANO et al., 1991). Contudo, outros estudos tém reportado que digestédo e
absorcéo lipidica continuam nas porcbes posterior e retal do intestino (GARCIA-
HERNANDE?Z et al., 2001; GISBERT et al., 2005).

2.3 ENZIMAS DIGESTIVAS

Um dos primeiros e particularmente importantes experimentos com enzimas
foi o isolamento do complexo enzimatico do malte, por Payen e Persoz, em 1833. A
origem do termo “enzima” se deu quando, em 1876, William Kuhne propds que ele
fosse adotado como uma nova forma de designar fenbmenos previamente
conhecidos como “fermentagbes organizadas”, que eram, o isolamento de
fermentos de organismos viaveis, a partir dos quais eram formadas as enzimas. A
palavra significa “in yeast” e é derivada do grego ‘em”, que significa “in” e “zime”,
significa “yeast” ou ‘leaven” (FOX, 1991).

As enzimas sao proteinas globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria,
gque agem como catalisadores biologicos, possibilitando e ou aumentando a
velocidade das reacdes quimicas no organismo (CHAMPE e HARVEY, 1989). A

estrutura molecular das enzimas é bastante fragil e, consequentemente, pode ser
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desnaturada por calor, &lcalis, metais pesados e outros agentes oxidantes
(GRAHAM e INBORR, 1991).

Os processos de digestdo dos alimentos e absorcdo dos nutrientes
dependem da presenca e disponibilidade de enzimas digestivas adequadas em
locais apropriados ao longo do trato gastrointestinal (MORAES e ALMEIDA, 2014).
Na maioria dos peixes, a maior parte da digestdo ocorre no intestino (ROTTA,
2003), porém, o estbmago, a mucosa intestinal, 0 pancreas e os cecos piléricos
(quando presentes) também séo fontes de enzimas. Geralmente, a distribuicdo e a
atividade das enzimas variam em funcdo do habito alimentar e da morfologia do
trato digestério (CHAKRABARTI e RATHORE, 2010; LIN et al., 2010). As enzimas
digestivas sao indutivas, assim, as maiores quantidades de carboidratases séo
encontradas nos herbivoros e, consequentemente, 0os maiores niveis de atividade
proteolitica sdo encontrados nas espécies de habito alimentar carnivoro (HIDALGO
et al., 1999).

Os peixes possuem capacidade de modular seu perfil digestivo mediante
diferentes fontes, tipos e quantidades de nutrientes na dieta, sendo esta uma
caracteristica adaptativa desejavel as atividades de piscicultura (CORREA et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2006). Contudo, essa habilidade parece variar de acordo
com a espécie. Os peixes carnivoros, por exemplo, parecem ter limitadas
habilidades de alterar suas funcbes digestivas e de transporte de nutrientes de
acordo com a composicao da dieta, enquanto os onivoros exibem uma habilidade
muito maior em modular sua fisiologia digestiva e absortiva (BUDDINGTON et al.,
1997). Considerando-se o carater indutivo das enzimas digestivas, a flexibilidade
das espécies pode permitir ndo s6 0s ajustes necessarios ao 6timo aproveitamento
dos nutrientes da dieta, mas também explorar a capacidade adaptativa dos peixes
frente a fontes alternativas de energia metabolica (SILVA, 2008).

De maneira geral, as enzimas presentes no trato digestorio podem ser
classificadas de acordo com seu papel catalitico na digestdo de proteinas,
carboidratos e lipidios. Se considerar o peso molecular e ou a complexidade destes
substratos, seu processo digestivo é composto por um conjunto de enzimas que tém
fungbes complementares (MORAES e ALMEIDA, 2014).

As pesquisas tém mostrado uma ampla convergéncia entre as atividades
digestivas nos peixes teledsteos adultos (BARRINGTON, 1957) e as existentes nos

vertebrados superiores, 0 que sugere que 0 equipamento enzimatico €, em grande
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parte, analogo. As diferentes células glandulares do estdmago secretam proteases
(pepsina) e acido cloridrico (NOAILLAC-DEPEYRE e GAS, 1978), sendo a pepsina
dos peixes considerada analoga a dos mamiferos.

A digestao no intestino ocorre devido a acao de distintos produtos secretados
pela parede intestinal e também por glandulas anexas (pancreas e figado). O
pancreas lanca no intestino enzimas digestivas diversas: proteases, carboidrases e
lipases (HIDALGO e ALLIOT, 1987).

Nos mamiferos, a amilase é produzida por células salivares ou pancreéticas,
enquanto a Unica fonte de a-amilase em peixes parece ser 0 pancreas exocrino,
visto que os mesmos nao possuem glandulas salivares. Alta atividade de amilase
ocorre no figado e biles de algumas espécies de carpa e goldfish que possuem
hepatopancreas (KROGDAHL et al., 2005).

2.3.1 Amilases

A digestdo de carboidratos em peixes ocorre no estdbmago, nos cecos
piléricos e no intestino pela hidrélise de moléculas de polissacarideos complexas
(WILSON e POE, 1985). A digestdo de carboidratos € realizada por algumas
enzimas, sendo a amilase a mais relevante produzindo uma variedade de
oligossacarideos e monossacarideos como produtos da reagcdo (LOVELL, 1989). A
utilizacdo dos carboidratos difere entre as espécies e depende principalmente da
complexidade da fonte de carboidrato ingerida (YAMAMOTO et al., 2000). O amido
€ a forma de armazenamento para a glicose nos vegetais, sendo constituido por
uma mistura de amilose (amido ndo ramificado) e amilopectina (amido ramificado).
A estrutura do glicogénio é similar ao da amilopectina, com maior niumero de
ramificagbes, sendo a forma de armazenamento de glicose nos animais. A a-
amilase catalisa a hidrolise das ligagdes a-1,4 da amilose, amilopectina e glicogénio,
liberando maltose e isomaltose e ndo é capaz de hidrolisar as ligagbes a-1,6
(STRYER et al., 2004).

Amilase € uma enzima da classe das hidrolases que catalisa reacdes que
implicam na ruptura das ligagOes glicosidicas pela adicdo de uma molécula de agua.
A amilase rompe ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 presentes nas moléculas de
amido e glicogénio e possui pH 6timo em torno de 7,0 (YOON e ROBYT, 2003;
STRYER et al., 2004).
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A amilase é uma das enzimas digestivas, de origem pancreatica, que age no
intestino delgado sobre os polissacarideos presentes no quimo. Embora o0s
carboidratos constituam um dos trés principais componentes das dietas de animais
utilizados como fontes de energia para crescimento, as funcdes biolégicas e a
metabolizagcdo desse nutriente em peixes ainda ndo estdo totalmente entendidas
(CAMILO, 2007). A habilidade de adaptar a secrecdo da amilase para o nivel de
carboidrato da dieta e a tomada de alimento deve ser restrita aos peixes onivoros e
herbivoros (KROGDAHL et al., 2005). O aumento na producdo de amilase pode
ocorrer em resposta a presenca de carboidratos ou de produtos de sua hidrélise no
trato gastrintestinal. A glicose pode influenciar diretamente sua producao pelo tecido
pancreatico, ou indiretamente, estimulando a liberacdo de insulina pelo pancreas
(JOBLING, 1994).

2.3.2 Proteases

A proteina € o nutriente que se apresenta em maior quantidade em dietas
para larvas, portanto, um grande namero de estudos tem sido orientados para a
caracterizacdo da atividade das proteases (HOFER, 1981; DIMES et al.,, 1994;
MUNILLA-MORAN e SABORIDO-REY, 1996; HIDALGO et al., 1999; FERNANDEZ
et al., 2000). As proteases sdo classificadas em proteinases (endopeptidases) e
exopeptidases, dependendo do sitio de acdo. Quando a hidrélise ocorre nas
ligacbes peptidicas localizadas no centro da cadeia polipeptidica (proteina), as
proteases sdo do tipo proteinases, e atuando nas ligacdes peptidicas de residuos
de aminoacidos terminais (extremidades) sdo do tipo exopeptidases (GARCIA-
CARRENO e NAVARRETE, 1997). As proteinases mais importantes sdo a pepsina
(EC 3.4.23.1), secretada pelas glandulas gastricas como zimogénio, agindo no
estbmago em pH &acido, a tripsina (Ec 3.4.21.4) e a quimotripsina (EC 3.4.21.1),
ambas de origem pancreatica sintetizadas como zimogénios, agindo no intestino em
pH alcalino. Os zimogénios sdo enzimas inativas que sado ativadas quando um
segmento da sua cadeia protéica é removido, o que € feito por outras enzimas
proteoliticas especificas ativas. As proteases sao sintetizadas e mantidas em forma
inativa para evitar que exercam atividade sobre as proteinas das membranas

celulares e intracelulares do préprio organismo (SILVA e ANDERSON, 1995;
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GARCIA-CARRENO e NAVARRETE, 1997: LOVELL, 1998; NELSON e COX,
2000).

A digestdo de proteinas comeca pela acdo da pepsina no estbmago, sendo
completada pela acdo de proteases alcalinas, como tripsina e quimiotripsina, no
intestino. A atividade de protease &cida € mais concentrada no estémago,
ocorrendo devido a ativagdo, em meio acido, do pepsinogénio em pepsina. Outras
proteases atuam também em pH alcalino ap6s serem ativadas por tripsina, a qual &
ativada através da enteroquinase, enzima secretada por células intestinais. Estas
enzimas encontradas no trato gastrointestinal sGo muitas vezes complementares e
levam a total digestdo dos nutrientes da dieta permitindo sua completa absorcéo
(STRYER et al.,, 2004; CAMILO, 2007). Ja em peixes agastricos, como a carpa
(Cyprinus carpio sp), as proteases e peptidases pancreaticas parecem ser as unicas
responsaveis pela degradacéo de proteina, que estaria caracterizada pela auséncia
de protedlises em meio &cido (HIDALGO e ALLIOT, 1987).

2.3.3 Lipases

Os lipidios sofrem acao dos sais biliares produzidos pelo figado. Esses sais
tém acdo detergente sobre os lipidios, fazendo com que 0s mesmos sejam
separados em pequenos glébulos de gordura, chamados de micelas. A formacédo de
micelas permite a emulsificagcdo ou solubilizacdo dos produtos da digestdo dos
lipidios no quimo presentes no intestino, faciltando a acdo das enzimas
(BALDISSEROTTO, 2013).

A absorcéo intestinal de lipideos é aparente durante o desenvolvimento de
larvas pela presenca de dois tipos de incluséo de lipideos no enterdcito. A primeira
sdo particulas cujas dimensdes e localizacbes no reticulo endoplasmatico e o
aparelho de Golgi apresenta que elas sao lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) lipoproteinas (20-70 nm) ou quilomicrons (70-500 nm). O segundo s&o
glébulos de material amorfo — provavelmente triglicerideos — que podem ser de até
6 um de diametro (DIAZ et al., 2002).

A digestdo dos lipideos ocorre no estbmago, nos cecos e no intestino pela
acdo de uma variedade de lipases e colipases. Os lipideos das dietas,
principalmente na forma de triacilgliceréis, é hidrolisado por lipases inespecificas em

acido graxos livres e glicerol (SILVA e ANDERSON, 1995), que sédo absorvidos e
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usados para processos biossintéticos de varios componentes celulares ou entéo
catabolizados para obtencdo de energia. Para a hidrolise de lipideos, a lipase
pancreatica €& secretada no lume intestinal e ativada pelos sais biliares.
Subsequentemente, o intestino pode absorver as substancias resultantes (LAZO et
al., 2011).

2.4 ENZIMAS EXOGENAS

As enzimas comercialmente produzidas sao provenientes, geralmente, de
bactérias do género Bacillus sp, fungos do género Aspergillus sp e leveduras
(FIREMAN e FIREMAN, 1998), portanto, os microrganismos sao a principal fonte de
enzimas exdgenas produzidas industrialmente por laboratérios especializados, por
meio de culturas aerodbias, sendo derivadas da fermentacgéo.

No mercado, existem trés grupos de enzimas disponiveis: enzimas para
alimentos com baixa viscosidade (milho, sorgo e soja), enzimas para alimento de
alta viscosidade (trigo, centeio, cevada, aveia, triticale e farelo de arroz) e enzima
para degradar o acido fitico dos gréos vegetais (melhora a utilizacéo do fésforo dos
vegetais) (ZANELLA et al., 1999). Para dietas a base de cereais de alta viscosidade,
0s complexos enzimaticos, na maioria das vezes, sdo compostos pelas enzimas
glucanase, amilase, xilanase, celulase e hemicelulases, enquanto os compostos por
amilase, protease e xilanases sao usados nas dietas de baixa viscosidade.

Os principais fatores de atuacdo que as enzimas exodgenas digestivas
apresentam sdo: provocam a ruptura das paredes celulares das fibras; reduzem a
viscosidade, devido a fibra sollvel na digesta do intestino proximal; degradam as
proteinas, por exemplo, do farelo de soja; reduzindo os efeitos dos fatores
antinutricionais tais como os inibidores de protease, tornando-os mais disponiveis
ao animal; suplementam a producdo de enzimas endogenas do animal (proteases,
amilases e outras) e cuja agdo é mais importante em animais jovens (SOTO-
SALANOVA, 1996); manipulam as populacbes da microflora (BEDFORD e
MORGAN, 1996) e disponibilizam enzimas que os animais ndo podem sintetizar
(celulases, hemicelulases, xilanases, fitases, B-glucanases, pentosanases e outras)
(PENZ JUNIOR, 1998).

Os aditivos enzimaticos ndo possuem fungéo nutricional direta, mas, auxiliam

0 processo digestivo, melhorando a digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta
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(HENN, 2002). As enzimas digestivas exdgenas atuam da mesma forma que as
enddgenas, apresentando um sitio ativo com a capacidade de atuar sobre um
substrato especifico, hidrolisando-o (HENN, 2002).

As enzimas sdo adicionadas nas racdes para nao ruminantes com o objetivo
de remover ou diminuir fatores antinutricionais dos alimentos (como o0s
polissacarideos ndo amildceos), aumentando a digestibilidade das racdes,
reduzindo a viscosidade dos alimentos, auxiliando a atividade das enzimas
endodgenas e atuando em substratos que ndo sdo degradados por enzimas
enddgenas, como a celulose (CLEOPHAS et al., 1995).

O uso combinado de enzimas exdgenas na forma de complexos enziméticos
possui maior comercializacdo no mercado agropecuario, visto que, as racdes sao
formuladas com diversos ingredientes que por sua vez apresentam cOomposSiGao
variavel e necessitam de enzimas diversas para degradar seus compostos
(CAMPESTRINI et al., 2005).
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4 ARTIGO 1 - DESEMPENHO E MORFOMETRIA DO TRATO DIGESTORIO DE
JUVENIS DE Astronotus ocellatus ALIMENTADOS COM RACAO COMERCIAL
SUPLEMENTADA COM COMPLEXO ENZIMATICO

RESUMO

O Astronotus ocellatus € uma espécie de peixe, nativo da Bacia Amazonica,
com alto potencial para a aquicultura, tanto de corte como ornamental. O presente
trabalho objetivou avaliar o efeito da inclusdo de cinco niveis de complexo
enzimatico em uma racdo comercial na alimentacdo de juvenis de Astronotus
ocellatus. Foram testados seis tratamentos com trés repeticbes cada. Um
tratamento foi o controle (sem adicdo de complexo enzimatico), e 0s outros
receberam os niveis de 0,0660%; 0,0132%; 0,0200%; 0,0266%; 0,0320%. Os
animais foram alimentados quatro vezes ao dia no periodo de 45 dias. Os
tratamentos controle e 0,0266% de inclusdo foram o0s que apresentaram 0s
melhores resultados para comprimento e ganho de peso. N&o houve efeito
significativo para os parametros morfométricos avaliados. Como conclusédo, a
inclusdo de complexo enzimatico ndo apresentou diferenca nos resultados de
parametros de desempenho ou na morfometria dos érgédos alvo.

Palavras-chave: Nutricdo, Piscicultura, Ciclideos

PERFORMANCE AND MORPHOMETRY OF THE DIGESTIVE TRACT OF
Astronotus ocellatus JUVENILES FED WITH COMERCIAL FEED
SUPPLEMENTED WITH ENZYMATIC COMPLEX

ABSTRACT

Astronotus ocellatus is a species of fish, native to the Amazon Basin, with
high potential for both cut and ornamental aquaculture. The objective of this work
was to evaluate the effect of the inclusion of five levels of enzymatic complex in a
commercial feed in juveniles of Astronotus ocellatus. Six treatments with three
replicates were tested. One treatment was the control (without addition of enzyme
complex), and the others received the levels of 0.0660%; 0.0132%; 0.0200%;
0.0266%; 0.0320%. The animals were fed four times a day within 45 days. Control

and 0.0266% inclusion treatments presented the best results for length and weight
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gain. There was no significant effect on the morphometric parameters evaluated. In
conclusion, the inclusion of enzyme complex showed no difference in the results of
performance parameters or morphometry of the target organs.

Key-words: Nutrition, Fish farming, Ciclideos

INTRODUGCAO

O Astronotus ocellattus, popularmente conhecido como apaiari ou oscar, é
um peixe da Familia Cichlidae, nativo da Bacia Amazbnica. Esta espécie tem
grande potencial para a piscicultura comercial devido a sua carne firme, saborosa e
auséncia de espinhas intramusculares (FONTENELE e NEPOMUCENO, 1983).
Além disso, seu comportamento agressivo e sua coloracdo atraente fazem com que
a espécie apresente atrativos para a aquariofilia, com exemplares cultivados no
mundo todo para esta finalidade (FONTENELE, 1982).

Apesar de ser uma espécie nativa de importancia econémica tanto para a
piscicultura ornamental quanto para producdo de proteina na nutricdo humana,
estudos direcionados para o0 aprimoramento de sua tecnologia de producdo e
desenvolvimento de racdes especificas ainda sdo escassos.

As enzimas digestérias sao hidrolases, isto é, proteinas globulares capazes
de catalisar a hidrélise de ligacBes entre carboidratos (carboidrases) e lipidios
(lipases), e as ligacbes das proteinas (proteases) e acidos nucléicos (nucleases).
Algumas destas sdo secretadas na forma de precursores inativos ou zimogénios,
gue podem ser ativados pelos proprios sucos gastricos e/ou enzimas proteoliticas ja
ativas (COHEN, 1979; SCHMIDT-NIELSEN, 1999).

Estudos com suplementacdo de enzimas exdgenas em larvas e juvenis de
peixes tém apresentado resultados distintos em relacdo a sua eficiéncia. Kolkovski
(2001) concluiu que o efeito das enzimas digestivas nas dietas é dependente da
idade, espécie e do tipo de enzima digestiva, bem como, do habito alimentar da
espécie. O efeito da adicdo de enzimas digestivas na racao tem sido estudado para
algumas espécies de peixes continentais, como o pacu, Piaractus mesopotamicus
(TESSER et al., 2006) e tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (SIGNOR et al., 2010).
Entretanto, o A. ocellatus ainda requer estudos com objetivo de obter o melhor
aproveitamento de dietas microparticuladas e, consequentemente, melhor

desempenho zootécnico em sistemas de cultivo intensivo.
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Apés o desenvolvimento completo do trato digestorio, juvenis transformam
seus habitos alimentares aos das espécies, este desenvolvimento também inclui
uma adaptacédo morfolégica e funcional. Em muitas espécies estudadas, em fato, o
desenvolvimento do trato digestorio é caracterizado por um aumento mais ou menos
drastico de enzimas digestivas e muitas vezes por uma mudan¢ca no padrédo
enzimatico (SEGNER et al., 1989; SUZER et al., 2007; ZAMBONINO INFANTE e
CAHU, 1994; GISBERT et al., 2009).

Aspectos da organizacao histolégica do trato digestorio durante a ontogenia
inicial ou sob diferentes condigbes alimentares podem ser considerados como
valioso biomarcador para acessar as condigdes nutricionais e avaliar o efeito de
dietas desbalanceadas em larvas e juvenis (GISBERT et al., 2008). Nesse sentido,
Trevifio et al. (2011) relataram que o intestino e o figado sdo considerados bons
alvos de estudo, jA que suas organizacfes histoldégicas sdo particularmente
sensiveis a quantidade e a qualidade da dieta.

O presente trabalho foi conduzido com objetivo de avaliar o melhor nivel de
inclusdo de um complexo multienziméatico no desempenho e morfologia do aparelho

digestorio de juvenis de apaiari (Astronotus ocellatus).

MATERIAL E METODOS

Ambiente experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bioensaios em Aquicultura
Intensiva da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em
Campos dos Goytacazes-RJ. O processamento do material foi realizado no
Laboratério de Zootecnia (LZO) situado no Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agropecuaria (CCTA) e no Laboratorio de Morfologia e Patologia Animal (LMPA) do
Hospital Veterinario da UENF.

Os animais utilizados no experimento foram provenientes do plantel de
Astronotus ocellatus do setor de piscicultura do LZO/CCTA. Foram utilizados peixes
de uma mesma desova, com idade de 60 dias. Os animais foram mantidos em
aguarios experimentais com volume util de 20 litros, em uma densidade de 8 peixes
por aquério. Os aquarios foram acoplados a um sistema de recirculacdo de agua

composto de filtro mecanico e bioldgico, aléem de um aquario de retorno composto
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de bomba subaquética com capacidade nominal de 4000 litros por hora, termostato
e lampada ultravioleta.

Para iniciar o experimento, todos 0s animais passaram por uma biometria
inicial (uso de anestésico, Eugenol) para afericdo de comprimento total (CT),
comprimento padréo (CP), altura (A) e peso (P). Os peixes apresentaram valores
inicias de comprimento total, comprimento padréo, altura e peso de 41,2 mm, 30,9
mm, 13,8 mm e 1,3 g, respectivamente.

A qualidade da agua do sistema foi monitorada diariamente através de
mensuracao de pH, oxigénio dissolvido e temperatura, e semanalmente por
medi¢cOes de amonia total. Para evitar variagdes nestes parametros foi feita limpeza
dos aquarios com troca de agua parcial diariamente, evitando-se assim sobrecarga
de matéria organica no sistema e quando necessario o pH foi reajustado com uso

de calcario.

Desenho experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos e
trés repeticdes totalizando 18 unidades experimentais, a saber:

T1 - Racéo controle (sem adi¢cdo de complexo enzimatico);

T2 - Racao com adicao de 0,0066% de complexo enzimatico;

T3 - Racao com adicao de 0,0132% de complexo enzimatico;

T4 - Racdo com adicao de 0,0200% de complexo enzimatico;

T5 — Ragdo com adi¢cdo de 0,0266% de complexo enzimatico;

T6 — Racdo com adicéo de 0,032% de complexo enzimético.

Os animais foram alimentados ad libitum, quatro vezes ao dia, nos horéarios de
8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas.

O complexo enzimatico utilizado foi o Allzyme® SSF; este contém uma formula
tnica do produto da fermentacdo do Aspergillus niger. Sua composicdo €
representada por: fitase (300 SPU/g), protease (700 HUT/g), celulase (40 CMCU/qg),
xilanase (100XU/g), betaglucanase (200 BGU/g), amilase (30 FAU/g) e pectinase
(4000 AJDM/q).

As ragOes experimentais foram elaboradas a partir de uma ragdo comercial
padréo para juvenis, com 40% de proteina bruta (Tabela 1). Esta racéo foi moida e o

complexo enzimatico foi adicionado com auxilio de misturador em Y. Cada racéo,
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apos receber a dose de complexo enzimatico, foi homogeneizada no misturador por

15 minutos. Em seguida, a mistura foi submetida ao processo de peletizacdo em

equipamento tipo moedor de carne, equipado com matriz de 0,3mm. Para o

processo, as racdes foram umedecidas com agua pré-aquecida a 50°C, peletizadas

e, posteriormente, seca em estufa com ventilacéo forgcada por 24 horas a 55°C. Os

peletes foram desintegrados de modo a apresentarem granulometria adequada ao

tamanho da boca dos animais.

Tabela 1: Niveis de garantia fornecido pelo fabricante da racéo.

Niveis de Garantia

Beta-glucanos (Min.)

Mananoligossacarideos (Min.)

Vitamina C (Min.)
Vitamina E (Min.)
Umidade (Max.)
Proteina Bruta (Min.)
Extrato Etéreo (Min.)
Fibra Bruta (Max.)
Matéria Mineral (Max.)
Célcio (Min.)

Célcio (Max.)

Fésforo (Min.)

875,00 mg/kg
1000,00 mg/kg
600,00 mg/kg
170,00 Ul/kg
130,00 g/kg
400,00 g/kg
80,00 g/kg
140,00 g/kg
140,00 g/kg
12,00 g/kg
30,00 g/kg
6.000,00 mg/kg

Biometria

Ao término de 45 dias, foi feita biometria de todos os animais para obtencao

do comprimento total, comprimento padréo, altura e peso. Antes da biometria os

animais foram eutanaziados por choque térmico em agua a 0°C, e posteriormente a

afericdo dos dados foi realizada disseccéo e fixagdo dos 6rgdos alvo (intestino e

figado). Foi utilizada formalina neutra tamponada a 10% como fixador dos tecidos.

A partir dos dados biométricos foram encontrados os seguintes parametros:

e Ganho de peso (GP)= Peso final — Peso inicial
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e Taxa de crescimento especifico (TCE)%= [(In Peso final —In Peso
inicial)/tempo] x 100

e Converséo alimentar (CA)= Alimento ingerido (g)/ganho de peso umido
(9)

¢ Indice hepatossomatico (HSI)= (peso do figado/peso do corpo todo) x
100

e indice digestossomatico (DSI)= (peso do trato digestivo/peso do corpo
todo) x 100

Para avaliacdo do efeito dos tratamentos, ap0s a biometria final, os animais

foram submetidos a analise morfoldgica do trato digestorio (histologia).

Andlises histoldgicas

ApoOs a obtencdo das amostras de figado e intestino, foram confeccionadas
laminas permanentes coradas em hematoxilina e eosina (HE) para andlise
morfologica. Todas as andlises histologicas foram realizadas no Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal da UENF.

Todos os tecidos coletados foram pesados em balanca analitica com
precisdo de 0,001g e imediatamente fixados. Cada amostra foi fixada por um
periodo minimo de 24 horas.

A seguir as amostras foram clivadas, se necessério, e acondicionadas em
histossetes plasticos para posterior processamento em processador automatico
(Leica® TP1020), onde foram desidratadas em cinco banhos sequenciais de alcool
etilico, sendo o primeiro banho em &lcool a 70%, o segundo em &lcool a 90% e os
seguintes em alcool absoluto, com duracdo de uma hora cada. A seguir foi
procedida a clarificacdo das amostras por imersao em dois banhos de xilol, de uma
hora cada e embebicéo por imersdo das amostras em dois banhos, de 30 minutos
cada, em parafina histolégica a 60°C. Em sequéncia, o material foi incluido no
préprio histossete em que foi acondicionado.

Apbés a solidificacdo, os blocos foram resfriados e cortados em sec¢des de
cinco micrdmetros de espessura, em microtomo semi-automatico (Leica® RM2145).

Os cortes foram colocados em banheira histoldgica, de onde foram coletados com
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laminas de vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina (HE)
para analise microscopica.

As fotomicrografias obtidas foram documentadas e arquivadas utilizando
maquina fotografica digital Infinityl® e software Infinity Analyze®, adaptada em
microscopio optico (Nikon® ECLIPSE E2000).

Analises estatisticas

Os dados das variaveis obtidos foram submetidos a anélise de variancia em
nivel de 5% de significancia e, em caso de diferencas, foi aplicado o teste de Tukey.
Todas as analises foram realizadas através do programa estatistico SAS 9.0 (SAS
Inc., Cary, NC, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, os valores de pH, oxigénio dissolvido e
temperatura foram mensurados diariamente, com valores respectivos de 6,31+0,41,
6,35+0,34 mg/l, 30,41+1,06 °C. Os valores registrados se mantiveram dentro dos
padrdes estabelecidos para peixes tropicais (KUBITZA, 2000).

Os resultados para os parametros zootécnicos dos juvenis de Astronotus
ocellatus alimentados com as ragdes comerciais suplementadas com niveis
crescentes do complexo enzimatico (CE) Allzyme® estéo representados na Tabela 2.

O tratamento que recebeu suplementacdo ao nivel de 0,0266% de CE e o
tratamento controle (sem inclusdo de CE) foram significativamente (P<0,05) superior
para comprimento total e comprimento padrdo com relacdo ao tratamento que
recebeu 0,0132%, nao diferenciando-se dos demais. N&o houve diferenca

significativa para as variaveis altura e taxa de crescimento especifico.
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Tabela 2: Comprimento total (CT), comprimento padréo (CP), altura (H), peso (P),

ganho de peso (GP), taxa de crescimento especifico (TCE) de Astronotus ocellatus.

Nivel de enzima CT (mm) CP (mm) H(mm) P (9) GP (9) TCE
0 68,092 51,672 23,482 6,870 5,573 3,702
0,0066 65,362° 50,323 21,932  6,20% 4,90 3,472
0,0132 63,28° 47,52 21,902 5,90° 4,59b 3,352
0,0200 65,152 49,58% 22 422 5,94 4,64 3,362
0,0266 69,812 52,962 23,902 7,442 6,132 3,862
0,0320 67,352 50,74% 23,022  6,42% 5,123 3,542
CV (%) 2,59 2,85 3,85 8,24 10,39 5,43

Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey(P<0,05)

As variaveis de peso e ganho de peso demonstrou que o tratamento com
0,0266% de inclusédo foi superior estatisticamente (P< 0,05) aos tratamentos com
incluséo de 0,0132% e 0,0200%. Esse resultado pode ser devido ao fato de que os
animais alimentados com racdes com suplementacdo de 0,0266% foram mais
eficientes no aproveitamento da energia e proteina dos alimentos. Foi relatado
resultado semelhando por Oliveira et al. (2007), onde os autores relataram que o
uso de complexo enzimético, composto por enzimas com caracteristicas sinérgicas
e aditivas, foi eficiente no aproveitamento de energia e proteina dos alimentos. Bock
et al. (2007), avaliaram que o uso de fitase foi eficiente na disponibilizacdo de
fésforo dos alimentos.

O resultado para os parametros de consumo de racéo e conversao alimentar
nao apresentaram diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).
Entretanto, a conversdo alimentar no tratamento com inclusédo de 0,0266% de CE
apresentou maior eficiéncia, mesmo ndo apresentando diferenca significativa. O
resultado encontrado no trabalho vai de acordo com os relatos da literatura, que
apresenta atuacdo das enzimas como auxiliares no processo digestivo, de modo a
melhorar a digestibilidade dos nutrientes (COSTA et al., 2004).

Os tratamentos testados ndo exerceram influéncia sobre os parametros de

indice hepatossomatico, indice digestossomatico e sobrevivéncia. Os resultados
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para as varidveis citadas anteriormente, bem como, para consumo de ragdo por

peixe e conversao alimentar estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: indice hepatossomatico (IHS), indice digestossomatico (IDS), consumo de
racao por peixe (CrPX), conversao alimentar (CAA), sobrevivéncia (SB%) de juvenis

de Astronotus ocellatus.

Niveis de enzima IHS IDS CrPX (9) CAA SB%

0 1,912 2,242 7,342 1,332 95,832
0,0066 2,282 2,762 6,752 1,382 91,672
0,0132 2,612 2,472 6,872 1,502 95,832
0,0200 2,022 2,702 6,812 1,482 100,002
0,0266 2,182 2,712 7,372 1,202 91,672
0,0320 1,872 2,272 7,122 1,402 95,832
CV (%) 17,80 21,20 5,36 8,15 6,92

Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey(P<0,05)

O resultado das analises morfométricas para os parametros de altura,
largura, metade da largura das vilosidades e numero de células do figado néo
apresentaram diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4: Resultado dos parametros morfométricos.

Niveis de enzima ALT (um) LARG (um) Y (um) N° CEL
0 543,312 102,572 56,032 132,332
0,0066 555,312 96,512 49,282 140,002
0,0132 494,252 96,252 52,652 125,332
0,0200 445,072 95,152 49,272 187,672
0,0266 470,522 104,622 55,512 167,672
0,0320 472,478 102,472 53,612 166,332
CV (%) 8,80 6,05 12,73 22,13

ALT: altura das vilosidades do intestino; LARG: largura das vilosidades do intestino; ¥2: metade da largura das
vilosidades do intestino; N° CEL: nimero de células do figado.
Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey(P<0,05)
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O trato gastrointestinal apresenta uma alta variabilidade na estrutura de
acordo com a dieta (BUDDINGTON et al., 1997). E comumente enfatizado que as
espécies de peixes herbivoros e detritivoro tendem a ter intestinos mais longos,
mais finos e mais estreito do que os carnivoros (FANGE & GROVE, 1979; JUNGER
et al, 1989, FUGI et al, 2001), e o intestino das espécies onivoras tém um
comprimento intermediario (WARD-CAMPBELL et al., 2005). Comprimento intestinal
e area também podem ser afetados pelos habitos alimentares (BUDDINGTON et al.,
1997). No presente experimento, o fator alimentar ndo foi suficiente para promover
mudanca nos parametros morfométricos analisados.

Segundo Merrifield et al. (2010), a mudanca na alimentagdo com substituicao
de produtos de origem animal por produtos de origem vegetal, podem gerar
desafios metabdlicos e de saude para os peixes cultivados. Ao usar altos niveis
dietéticos de materiais derivados de plantas, particularmente aqueles derivados de
soja, é importante considerar os impactos na microbiota intestinal e na histologia
intestinal, pois o trato gastrointestinal pode ser uma das importantes rotas de
infeccdo para alguns patégenos em peixes.

A utilizacdo de 0,0266% de complexo enzimético em dietas para juvenis de
Astronotus ocellatus apresentou resultado superior estatisticamente para as
variaveis peso e ganho de peso, sobre os tratamentos com suplementacdo de
0,0132% e 0,0200%. A utilizacdo de complexo enzimatico ndo afetou os parametros
morfométricos dos peixes, portanto, o fator nutricional ndo foi suficiente para

promover alteracdes nos parametros analisados.
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5 ARTIGO 2 - EFEITO DO COMPLEXO ENZIMATICO Allzyme® SSF NA
NUTRIC}AO E MORFOMETRIA DO TRATO DIGESTORIO DE JUVENIS DE
Astronotus ocellatus

RESUMO

O Astronotus ocellatus € uma espécie de peixe, nativo da Bacia Amazonica,
com alto potencial para a aquicultura, tanto de corte como ornamental. O presente
trabalho objetivou avaliar o efeito da inclusdo de quatro niveis de complexo
enzimatico em uma racdo com substituicdo de 20% da farinha de peixes por farelo
de soja, na alimentacdo de juvenis de Astronotus ocellatus. Foram testados cinco
tratamentos com quatro repeticbes cada, um tratamento foi o controle (sem adicao
de complexo enzimético), e os outros receberam os niveis de 0,066%; 0,0132%;
0,0200%; e 0,0266%. Os animais foram alimentados quatro vezes ao dia no periodo
de 30 dias. Nado houve diferenca significativa entre os tratamentos para 0s
parametros de desempenho analisados. Para os parametros morfométricos, o
tratamento com 0,0266% de complexo enzimético apresentou a melhor resposta.
Como concluséo, a inclusdo de complexo enzimatico ndo apresentou diferenga nos
resultados de desempenho, mas houve uma melhora significativa na morfometria
dos animais a medida que aumentava os niveis de complexo enzimatico.

Palavras-chave: Nutricdo, Piscicultura, Ciclideos

EFFECT OF THE Alizyme® SSF ENZYMATIC COMPLEX ON NUTRITION AND
MORPHOMETRY OF THE DIGESTIVE TRACT OF JUVENILES OF Astronotus
ocellatus

ABSTRACT

Astronotus ocellatus is a species of fish, native to the Amazon Basin, with
high potential for aquiculture, both cut and ornamental. The objective of the present
work was to evaluate the effect of the inclusion of four levels of enzyme complex in a
diet with substitution of 20% of fishmeal per soybean meal in the diet of juveniles of
Astronotus ocellatus. Five treatments were tested with four replicates each, one
treatment was the control (without addition of enzyme complex), and the others
received levels of 0.066%; 0.0132%; 0.0200%; and 0.0266%. The animals were fed

four times daily within 30 days. There was no significant difference between the
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treatments for the performance parameters analyzed. For the morphometric
parameters, treatment with 0.0266% enzyme complex presented the best response.
In conclusion, the inclusion of enzyme complex showed no difference in the
performance results, but there was a significant improvement in the morphometry of
the animals as the levels of enzyme complex increased.

Key-words: Nutrition, Fish farming, Ciclideos

INTRODUGCAO

O Astronotus ocellatus, espécie popularmente conhecida como apaiari ou
oscar, € um ciclideo originario da Bacia Amazonica, adaptado e disseminado desde
1938 em acudes e rios do Nordeste brasileiro pelo Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas (DNOCS), encontrado em quase todo o pais (FONTENELE, 1982).

O apaiari apresenta corpo de conformacgao robusta, achatado lateralmente,
relativamente alto em relacdo ao comprimento, regido dorsal espessa e sem
espinhas intramusculares, cor parda escura ou castanha, com manchas verticais
vermelho-claras, nadadeira dorsal e anal com espinhos, nadadeira caudal
arredondada, cabeca pequena em relacdo ao corpo, olhos grandes e linha lateral
interrompida. Uma das caracteristicas desta espécie € um ocelo quase circular, de
cor preta, orlada de vermelho-carmim, localizado no pedunculo caudal préximo a
insercao da nadadeira de mesmo nome (FONTENELE e NEPOMUCENO, 1983).

Na area da nutricdo animal, as pesquisas tém sido realizadas visando
alternativas na formulacéo da dieta, de modo a desenvolver racdes mais eficientes e
economicamente viaveis, visto que a racdo na piscicultura representa a maior
parcela no custo total de producéo.

Os graos de soja possuem quantidades elevadas de substancias pécticas na
parede celular (COSTA et AL., 2004). Segundo Ouhida et al. (2002), o tratamento
de cascas e cotilédones de soja com enzimas degradadoras de parede celular
(pectinase, xilanase e celulase) resulta na liberacdo de, pelo menos, 7% dos
monossacarideos componentes das fra¢cées nao soluveis em agua.

Os complexos enzimaticos ndo apresentam funcdo nutricional direta, mas,
atuam como auxiliador no processo digestivo, de modo a melhorar a digestibilidade

dos nutrientes. A atuagdo das enzimas exdgenas ocorre da mesma forma que as
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enzimas enddgenas, apresentando um sitio ativo com a capacidade de atuar sobre
substratos especificos, hidrolisando-os (COSTA et al, 2004).

O uso de subprodutos vegetais na alimentacédo de peixes é economicamente
viavel devido sua ampla disponibilidade e, consequentemente, menor custo. Os
usos de enzimas exdgenas nas racdes de peixes sdo excelentes alternativas para
melhora a digestibilidade do farelo de soja e reduzir os custos com farinha de
peixes.

Estudos com suplementacdo de enzimas exdgenas em larvas e juvenis de
peixes tém apresentado resultados distintos em relacdo a sua eficiéncia. Kolkovski
(2001) concluiu que o efeito das enzimas digestivas nas dietas € dependente da
idade, espécie e do tipo de enzima digestiva, bem como, do habito alimentar da
espécie. O efeito da adicdo de enzimas digestivas na racao tem sido estudado para
algumas espécies de peixes continentais, como o pacu, Piaractus mesopotamicus
(TESSER et al., 2006) e tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (SIGNOR et al., 2010).

Aspectos da organizacdo histologica do trato digestério de peixes sob
diferentes condicbes alimentares podem ser considerados como valioso
biomarcador para acessar as condigbes nutricionais e avaliar o efeito de dietas
desbalanceadas em larvas e juvenis (GISBERT et al., 2008). Nesse sentido, Trevifio
et al. (2011) relataram que o intestino e o figado sdo considerados bons alvos de
estudo, jA que suas organizacfes histologicas séo particularmente sensiveis a
guantidade e a qualidade da dieta.

O presente trabalho foi conduzido com objetivo de avaliar o melhor nivel de
inclusdo e o efeito da incorporacdo de um complexo multienzimatico em uma racao
com substituicdo parcial da farinha de peixe pelo farelo de soja, no desempenho e

morfometria do aparelho digestorio de juvenis de apaiari (Astronotus ocellatus).
MATERIAL E METODOS
Ambiente experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bioensaios em Aquicultura
Intensiva da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em

Campos dos Goytacazes-RJ. O processamento do material foi realizado no

Laboratério de Zootecnia (LZO) situado no Centro de Ciéncias e Tecnologia
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Agropecuaria (CCTA) e no Laboratério de Morfologia e Patologia Animal (LMPA) do
Hospital Veterinario da UENF.

Os animais utilizados no experimento foram adquiridos junto a produtores de
Muriaé (Astronotus ocellatus). Ao inicio do experimento o0s animais foram
distribuidos nos aquarios na densidade de 10 animais por aquario.

A unidade experimental utilizada foi um aquério de vidro, com volume util de
20 litros. Os aquarios foram acoplados a um sistema de recirculacdo de agua
composto de filtro mecanico e bioldgico, além de um aquario de retorno composto
de bomba subaquética com capacidade nominal de 4000 litros por hora, termostato
e lampada ultravioleta.

Ao inicio do experimento, todos 0s animais passaram por uma biometria
inicial (uso de anestésico, Eugenol) para afericdo de comprimento total (CT),
comprimento padréo (CP), altura (A) e peso (P). Os peixes apresentaram valores
inicias de comprimento total, comprimento padréo, altura e peso de 37,8 mm, 29
mm, 12,1 mm e 0,91 g, respectivamente.

A qualidade da agua do sistema foi monitorada diariamente através de
mensuragao de pH, oxigénio dissolvido e temperatura. Para evitar variagdes nestes
parametros foi feita limpeza dos aquéarios com troca de agua parcial diariamente,
evitando-se assim sobrecarga de matéria organica no sistema e quando necessario

o pH foi reajustado com uso de calcario.

Desenho experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos
e gquatro repeticdes totalizando 20 unidades experimentais, a saber:

T1 - Racéo controle (sem adi¢cdo de complexo enzimatico);

T2 - Racao com adicao de 0,0066% de complexo enzimatico;

T3 - Racdo com adicao de 0,0132% de complexo enzimatico;

T4 - Racdo com adicao de 0,0200% de complexo enzimatico;

T5 — Racgéo com adicéo de 0,0266% de complexo enzimatico;

Os animais foram alimentados ad libitum, quatro vezes ao dia, nos horarios de
9:00, 12:00, 15:00 e 18:00 horas. O foto-periodo foi controlado artificialmente, com
um total de 14 horas de luz e 10 horas de escuro, sendo que, as luzes se acendiam

as 7h e se apagavam as 21h.
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O complexo enzimatico utilizado foi o Allzyme® SSF; este contém uma formula
Gnica do produto da fermentacdo do Aspergillus niger. Sua composicdo €
representada por: fitase (300 SPU/Qg), protease (700 HUT/g), celulase (40 CMCU/Q),
xilanase (100XU/g), betaglucanase (200 BGU/g), amilase (30 FAU/g) e pectinase
(4000 AJDM/q).

As racbes experimentais foram elaboradas com o auxilio do programa
computacional Super Crac®. Para a confeccdo das racbes foram utilizados
ingredientes tradicionais como farinha de peixe, farelo de soja, farelo de milho, dleo
de soja, além de premix mineral-vitaminico (Tabela 1). Os alimentos foram moidos e
homogeneizados em misturador tipo “Y”. Em seguida, o premix mineral-vitaminico, o
O0leo de soja e o complexo enzimatico foram adicionados e misturados aos
alimentos. A peletizacéo foi feita através de peletizadora com umedecimento prévio
da mistura com agua a 50°C. Apds o processamento, 0s peletes foram secos em
estufa (55°C) de ventilagdo forcada por 24 horas e desintegrados de modo a
apresentarem granulometria adequada ao tamanho da boca dos animais. As racdes
foram identificadas e armazenadas em recipientes plasticos a temperatura ambiente

até o inicio do experimento.

Tabela 1: Composicdo base das racdes experimentais.

Ingrediente Quantidade (%)
Peixe farinha 55% 53,9772
Soja farelo 45% 20,0000
Milho gréo 17,0154
Oleo de soja 6,0074
Vitcre-peixe 2,0000
Fosfato bicalcico 1,0000
Total 100
Composicéao calculada
Calcio % 3,5881
Fosforo total % 2,3896
Met. + cistina total % 1,5638
Metionina total % 1,0064
Fibra Bruta % 1,8936
Ener. Dig. Peixe Mkal/kg 2,8000
Proteina Bruta % 40
Biometria

Ao término do experimento foi feita biometria dos animais para obtencdo do

comprimento total, comprimento padréo, altura e peso. Antes da biometria, os
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animais foram submetidos a eutanasia por choque térmico em agua a 0°C, e
posteriormente a afericdo dos dados foi realizada dissec¢éo e fixagdo dos 6rgaos
alvo. Foi utilizada formalina neutra tamponada a 10% como fixador dos tecidos.
A partir dos dados biométricos foram encontrados 0s seguintes parametros:
e Ganho de peso (GP)= Peso final — Peso inicial
e Taxa de crescimento especifico (TCE)%= [(In Peso final —In Peso
inicial)/tempo] x 100
e Converséo alimentar (CA)= Alimento ingerido (g)/ganho de peso umido
(9)
e indice hepatossomatico (HSI)= (peso do figado/peso do corpo todo) x
100
 indice digestossomatico (DSI)= (peso do trato digestivo/peso do corpo
todo) x 100

Para avaliacdo do efeito dos tratamentos, ap6s a biometria final, os animais

foram submetidos a analise morfoldgica do trato digestorio (histologia).

Andlises histoldgicas

A partir desta analise foram confeccionadas as laminas permanentes coradas
em hematoxilina e eosina (HE) para analise morfolégica. Todas as analises
histologicas foram realizadas no Laboratério de Morfologia e Patologia Animal da
UENF.

Todos os tecidos coletados foram pesados em balanca analitica com
precisdo de 0,001g e imediatamente fixados. Cada amostra foi fixada por um
periodo minimo de 24 horas.

A seguir as amostras foram clivadas, se necessario, e acondicionadas em
histossetes plasticos para posterior processamento em processador automatico
(Leica® TP1020), onde foram desidratadas em cinco banhos sequenciais de alcool
etilico, sendo o primeiro banho em alcool a 70%, o segundo em alcool a 90% e os
seguintes em alcool absoluto, com duracdo de uma hora cada. A seguir foi
procedida a clarificacdo das amostras por imersdo em dois banhos de xilol, de uma

hora cada e embebi¢c&o por imersao das amostras em dois banhos, de 30 minutos
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cada, em parafina histolégica a 60°C. Em sequéncia, o material foi incluido no
proprio histossete em que foi acondicionado, técnicas especiais poderdo ser
empregadas se necessarios.

Apoés a solidificacédo, os blocos foram resfriados e cortados em secfes de
cinco micrébmetros de espessura, em micrétomo semi-automatico (Leica® RM2145).
Os cortes foram colocados em banheira histoldgica, de onde foram coletados com
laminas de vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina (HE)
para analise microscopica.

As fotomicrografias obtidas foram documentadas e arquivadas utilizando
maquina fotogréfica digital Infinityl® e software Infinity Analyze®, adaptada em
microscopio optico (Nikon® ECLIPSE E2000).

Analises estatisticas

Os dados das variaveis obtidos foram submetidos a analise de variancia em
nivel de 5% de significancia e, em caso de diferencas, foi aplicado o teste de Tukey.
Todas as analises foram realizadas através do programa estatistico SAS 9.0 (SAS
Inc., Cary, NC, USA).

RESULTADOS

Durante o periodo experimental, os valores de pH, oxigénio dissolvido e
temperatura foram mensurados diariamente, com valores respectivos de 6,74+0,50,
6,45+0,67 mg/l, 29,03+0,67 °C. Os valores registrados se mantiveram dentro dos
padrdes estabelecidos para peixes tropicais (KUBITZA, 2000).

A suplementacdo do complexo enzimatico nas racdes com substituicdo
parcial da farinha de peixe pelo farelo de soja, ndo apresentou diferenga significativa
(P<0,05) nos fatores de desempenho em juvenis de apaiari (Astronotus ocellatus)
(Tabela 2).
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Tabela 2: Comprimento total (CT), comprimento padrédo (CP), altura (H), peso (P),

ganho de peso (GP), taxa de crescimento especifico (TCE) de Astronotus ocellatus.

Nivel de enzima CT (mm) CP (mm) H(mm) P (g) GP (9) TCE
0 55,222 42,41* 19,142 3,232 2,292 3,952
0,0066 54,812 41,71* 19,362 3,212 2,302 4,032
0,0132 55,472 42,232 19,752 3,542 2,622 4,122
0,0200 54,432 40,95* 18,682 3,132 2,212 3,782
0,0266 58,012 44,36% 20,772 3,912 3,002 4,602
CV (%) 3,59 4,33 511 13,04 17,61 9,30

Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

O tratamento com 0,0266% de complexo enzimatico foi o que apresentou 0s
valores mais altos nos parametros apresentados na Tabela 2. Entretanto, a
diferenca néo foi suficiente para representar diferenca significativa (P>0,05) entre os
tratamentos.

O tratamento com inclusdo de 0,0200% de CE foi o que apresentou menores
valores de ganho de peso e taxa de crescimento especifico, sendo inclusive, menor
que o tratamento controle (sem adicdo de CE). Os outros tratamentos que
receberam inclusdo de CE em sua composi¢cao se apresentaram superiores nesses
parametros em comparacdo com o tratamento sem inclusdo de CE, mesmo que a
diferenca tenha sido minima.

Os resultados dos parametros de consumo de ragcdo por peixe, conversao
alimentar, comprimento do intestino, indice hepatossomatico e digestossoméatico
nao apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos. Os

tratamentos propostos nao influenciaram na sobrevivéncia (Tabela 3).
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Tabela 3: Comprimento do intestino (Ci), indice hepatossomatico (IHS), indice
digestossomatico (IDS), consumo de ragéo por peixe (CrPX), conversao alimentar
(CAA), sobrevivéncia (SB%) de juvenis de Astronotus ocellatus.

Niveis de enzima Ci (mm) IHS IDS CrPX(9) CAA SB%
0 65,652 2,672 5,402 3,822 1,732 90,002
0,0066 61,182 2,66 5,652 3,872 1,702 92,502
0,0132 69,582 2,732 5,462 4,152 1,662 87,502
0,0200 60,712 2,882 5,522 3,982 1,942 90,002
0,0266 72,342 2,642 5,742 4,192 1,532 87,502
CV (%) 12,33 13,30 9,06 11,96 24,57 11,63

Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey(P<0,05)

As andlises morfométricas do intestino seguiram o0s indicativos dos
parametros de desempenho observados no trabalho (Tabela 4). Desse modo, foram
registrados os melhores valores para o nivel de 0,0266 % de CE. O tratamento
diferiu significativamente (P>0,05) em relacdo ao tratamento controle, para altura
das vilosidades e, em relagéo ao tratamento com adi¢cao de 0,0200%, para largura.
Demonstrando eficiéncia deste tratamento em melhorar a capacidade de absorcgéo

da racédo pelos peixes.

Tabela 4: Resultado dos parametros morfométricos.

Niveis de enzima ALT (um) LARG (pum) Y (um) N°® CEL
0 466,33° 80,232 38,132 219,502
0,0066 499,10% 94,4432 42,022 214,502
0,0132 533,572 92,0420 39,422 188,252
0,0200 516,342 78,58° 39,052 263,502
0,0266 568,942 101,932 45,602 279,252
CV (%) 6,58 11,15 13,27 25,77

ALT: altura das vilosidades do intestino; LARG: largura das vilosidades do intestino; ¥2: metade da largura das
vilosidades do intestino; N° CEL: nimero de células do figado.
Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey(P<0,05)
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O numero de células do figado e a metade da largura, outros parametros
analisados, ndo apresentaram diferenga significativa entre os tratamentos. A falta de
resultado para estes parametros e para o desempenho zootécnico dos animais
pode estar relacionada aos baixos niveis de CE testado. Sendo que, como
demonstrado nas andlises morfométricas, o nivel de 0,0266% € o valor minimo a
ser utilizado, que ird gerar melhoria na capacidade de absor¢cdo da ragcdo pelos

animais.

DISCUSSAO

O presente experimento demonstrou que os juvenis de Astronotus ocellatos
apresentam certa tendéncia a melhorar seu desempenho com o uso do complexo
enzimatico na racdo com substituicdo parcial da farinha de peixes pelo farelo de
soja. Esses resultados corroboram com Bock et al. (2007), que avaliaram eficiéncia
da fitase na disponibilizacdo de fésforo dos alimentos. Segundo Oliveira et al.
(2007), os complexos enzimaticos, compostos por enzimas com caracteristicas
sinérgicas e aditivas, sdo eficientes no aproveitamento da energia e proteina dos
alimentos, o que pode resultar em melhora no desempenho.

Outros autores relataram situagcdo similar aos resultados obtidos no
experimento com juvenis de A. ocellatus, onde a inclusdo de complexo enzimatico,
mesmo apresentando melhores indices, resultou em ganho de peso similar aos
demais tratamentos (SIGNOR et al., 2010; FURUYA et al., 2004). Nunes et al.
(2006), testaram trés enzimas isoladas na dieta de tambaqui (Colossoma
macropomum), sendo elas amilase, lipase e protease. Estes autores encontraram
resultados distintos para cada enzima, sendo que, a suplementacdo com protease
nao revelou diferencas significativas nos parametros de desempenho. Entretanto, a
suplementacdo com amilase a 0,05% e lipase a 0,20% melhoraram,
significativamente, o ganho de peso, conversao alimentar e taxa de crescimento
especifico para esta espécie.

Gominho-Rosa et al. (2015), ao comparar a digestibilidade da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com o jundida (Rhamdia quelen), submetidos a tratamentos
com diferentes fontes nutricionais de origem vegetal, concluiram que a tilapia

apresentou um aparato digestivo mais eficaz em aproveitar nutrientes de origem
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vegetal que o jundi4, uma espécie onivora, porém com trato digestivo curto
comparado ao da tilapia. Segundo Rodrigues et al. (2012), o coeficiente intestinal da
tilapia € aproximadamente seis vezes maior que o do jundia (6,26 versus 1,04).
Gominho-Rosa et al. (2015), também relataram que a amilase especifica do jundia
aumentou significativamente em relacdo a tilapia, exceto para farelo de trigo, Unico
alimento em que a digestibilidade da tilapia ndo foi superior a do jundia. Estes
resultados indicam que quando ha dificuldade na digestdo do alimento, ha por
consequéncia, um aumento na producdo das enzimas responsaveis pela digestédo
deste alimento. O A. ocellatus é uma espécie que apresenta trato intestinal
relativamente curto, portanto, os baixos niveis de complexo enzimético testados
podem ter sido causadores da falta de resultado nos valores de desempenho
zootécnico.

O tratamento com 0,0266% de adicdo de complexo enzimético na ragao foi
0 que apresentou melhores resultados para as analises morfométricas. Segundo
Gisbert et al. (2008), os aspectos da organizacao histolégica do trato digestorio dos
peixes sob diferentes condicfes alimentares sdo valiosos biomarcadores.

O trato gastrointestinal apresenta uma alta variabilidade na estrutura de
acordo com a dieta (BUDDINGTON et al., 1997). E comumente enfatizado que as
espécies de peixes herbivoros e detritivoro tendem a ter intestinos mais longos,
mais finos e mais estreitos do que os carnivoros (FANGE & GROVE, 1979;
JUNGER et al, 1989, FUGI et al, 2001), e o intestino das espécies onivoras tém um
comprimento intermediario (WARD-CAMPBELL et al., 2005). Comprimento intestinal
e area também podem ser afetados pelos habitos alimentares (BUDDINGTON et al.,
1997).

CONCLUSAO

O tratamento com complexo enzimatico em dietas para juvenis de Astronotus
ocellatus néo interferiu no desempenho dos peixes. Entretanto, houve uma
tendéncia positiva ao aumentar os niveis de complexo enzimatico, além de uma

resposta positiva nos parametros morfometricos.



61

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BEZERRA e SILVA, J.W.; REGIS, R.C.; BEZERRA, A.T. Producédo de alevinos de
apaiari, Astronotus ocellatus (Cuvier, 1829) Swainson, 1839, em viveiros. Ciéncia
Agronbmica, Fortaleza, v. 24, n. 1-2, p. 22-26, 1993.

BOCK, C.L.; PEZZATO, L.E.; CANTELMO, O.A. et al. Fitase em racdes para tilapia
do Nilo na fase de crescimento. Revista Brasileira de Zootecnia, v.36, n.5, p.1455-
1461, 2007.

BUDDINGTON, R.K.;: KROGDAHAL, A; BAKKE-MCKELLEP, A.M. The intestine of
carnivorous fish; structure and functions and the relations with diet. Acta
Physiologica Scandinavica, v. 161, Suppl. 638, p. 67-80, 1997.

COSTA, F.G.P.; CLEMENTINO, R.H.; JACOME, I.M.T.D. et al. Utilizagdo de um
complexo multienzimatico em dietas de frangos de corte. Ciéncia Animal
Brasileira, v.5, n.2, p.63-71, 2004.

FONTENELE, O. Contribuicdo para o conhecimento da biologia do apaiari,
Astronotus ocellatus (Spix) (Pisces, Cichlidae), em cativeiro. Aparelho de
reproducao, habitos de desova e prolificidade. Revista Brasileira de Biologia, Rio
de Janeiro, v. 11, n. 4, p. 467-484, 1982.

FONTENELE, O.; NEPOMUCENO, F.H. Exame dos resultados da introducdo do
Astronotus ocellatus ocellatus (Agassiz, 1849), em acudes do Nordeste do Brasil.
Boletim Técnico do DNOCS, Fortaleza, v. 41, n. 1, p. 85-99. 1983.

FURUYA, W.M.; NEVES, P.R.; SILVA, L.C.R. et al. Fitase na alimentacéo da tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de reversdao de sexo. Acta
Scientiarum, v.26, n.3, p.299-303, 2004.

GISBERT, E.; GIMENEZ, G.; FERNANDEZ, L.; KOTZAMANIS, Y.; ESTEVEZ, A.
Development of digestive enzymes in common dentex Dentex dentex during early
ontogeny. Aquaculture, v. 287, p. 381-387, 2009.

GISBERT, E.; ORTIZ-DELGADO, J.B.; SARASQUETE, C. Nutritional cellular
biomarkers in early life stages of fish. Journal of Histology & Histopathology, v.
23,n. 12, p. 1525-1539, 2008.

GOMINHO-ROSA, M. C.; RODRIGUES, A. P. O.; MATTIONI, B.; FRANCISCO, A
MORAES, G.; FRACALOSSI, D. M.. Comparison between the omnivorous jundia
catfish (Rhamdia quelen) and Nile tilapia (Oreochromis niloticus) on the utilization of
dietary  starch  sources: Digestibility, enzyme  activity and  starch
microstructure. Aquaculture, v. 435, p.92-99, jan. 2015.

KOLKOVSKI, S. Digestive enzymes in fish larvae and juveniles — implications and
applications to formulated diets. Aquaculture, v. 200, n. 1-2, p. 181 — 201, 2001.



62

KUBITZA, F. Tilapia: tecnologia e planejamento na producdo comercial. Jundiai:
Fernando Kubitza, 289p. 2000.

NUNES, E.S.S.; CAVERO, B.A.S.; PEREIRA-FILHO, M. et al. Enzimas digestivas
exdgenas na alimentacdo de juvenis de tambaqui. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, n.1, p.139-143, 2006.

OLIVEIRA, G.R.; LOGATO, P.V.R.; FREITAS, R.T.F. et al. Digestibilidade de
nutrientes em ragcdes com complexo multienximatico para a tilapia do Nilo. Revista
Brasileira de Zootecnia, v.36, n.6, p.1945-1952, 2007.

OUHIDA, |.; PEREZ, J.F.; GASA, J. Soybean (Glycine max) cell wall composition
and availability to feed enzymes. Journal Agriculture Food Chemistry, v.50, n.7,
p.1933-1938, 2002.

RODRIGUES, A.P.O., GOMINHO-ROSA, M.D.C., CARGNIN-FERREIRA, E., DE
FRANCISCO, A., FRACALOSSI, D.M. Different utilization of plant sources by the
omnivores jundié catfish (Rhamdia quelen) and Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
Aquac. Nutr. 18, 65-72. 2012.

SIGNOR, A. A.; BOSCOLO, W. R.; BITTENCOURT, F.; FEIDEN, A.; GONCALVES,
G. S.; FREITAS, J. M. A. Desempenho de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com
racdes contendo complexo enzimatico. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 39, n.
5, p. 977-983, 2010.

TESSER, M. B.; FLORES-QUINTANA, C. I.; CARNEIRO, D. J.; PIZAURO JUNIOR,
M.; PORTELLA, M. C. Suplementacdo de enzimas exdgenas em dieta
microparticulada para larvicultura do pacu. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 35,
n. 6, p. 2211-2218, 2006.

ZAMBONINO INFANTE, J.L.; CAHU, C.L. Dietary modulation of some digestive
enzymes and metabolic processes in developing marine fish. Aquaculture, v. 268,
n. 1-4, p. 98-105, 2007.



63

6 ARTIGO 3 — EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM ENZIMAS EXOGENAS NA
SUBSTITUI(;AO PARCIAL DA FARINHA DE PEIXES POR FARELO DE SOJA
NO DESEMPENHO ZOOTECNICO DE LARVAS DE Oreochromis niloticus

RESUMO

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie de peixe da familia
Cichlidae. No Brasil apenas seu cultivo representa metade da producédo anual de
peixes. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da inclusdo de diferentes
niveis de complexo enzimatico em uma racdo com substituicdo de 20% da farinha
de peixes por farelo de soja, na alimentacdo de larvas de Oreochromis niloticus.
Foram testados cinco tratamentos com quatro repeticdes cada, a saber. um
tratamento controle (sem adicdo de complexo enzimético), e niveis crescentes de
CE: 0,066%; 0,0132%; 0,0200%; e 0,0266%. Os animais foram alimentados quatro
vezes ao dia no periodo de 30 dias. Ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos para os parametros de desempenho analisados. Para os parametros
morfométricos, o tratamento com 0,0200% de complexo enzimatico apresentou a
melhor resposta para altura das vilosidades. Como conclusdo, a inclusdo de
complexo enzimético ndo apresentou diferenca nos resultados de desempenho,
mas houve uma melhora significativa na morfometria dos animais.

Palavras-chave: Nutricdo, Piscicultura, Ciclideos

EFFECT OF SUPPLEMENTATION WITH EXOGENOUS ENZYMES IN THE
PARTIAL REPLACEMENT OF FISHMEAL BY SOYBEAN MEAL IN THE
ZOOTHECHNICAL PERFORMANCE OF Oreochromis niloticus LARVAE

ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is a species of fish in the Cichlidae family.
In Braazil, its cultivation alone represents half of the annual fish production. The
objective of this work was to evaluate the effect of the inclusion of different levels of
enzyme complex in a diet with substitution of 20% of fishmeal per soybean meal in
the feeding of Oreochromis niloticus larvae. Five treatments with four replicates were
tested, namely: a control treatment (without addition of enzymatic complex), and
increasing levels of EC: 0.066%; 0.0132%; 0.0200%; and 0.0266%. The animals
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were fed four times a day within 30 days. There was no significant difference
between the treatments for the performance parameters analyzed. For the
morphometric parameters, treatment with 0.0200% of enzyme complex presented
the best response for villus height. In conclusion, the inclusion of enzyme complex
showed no difference in the performance results, but there was a significant
improvement in the morphometry of the animals.

Key-words: Nutrition, Fish farming, Ciclideos

INTRODUGCAO

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie de peixes da familia
Cichlidae. No Brasil, apenas seu cultivo representa metade da producao anual de
peixes. Esse destaque se deve a sua resisténcia a niveis baixos de oxigénio
dissolvido e altos de amdnia na agua, crescimento rapido, boa conversao alimentar
e boa aceitagéo de alimentos artificiais desde a fase larval (MEURER et al., 2000).

Na area da nutricdo animal, as pesquisas tém sido realizadas visando
alternativas na formulacéo da dieta, de modo a desenvolver racBes mais eficientes e
economicamente viaveis, visto que a racdo na piscicultura representa a maior
parcela no custo total de producéo.

Os gréos de soja possuem quantidades elevadas de substancias pécticas na
parede celular (COSTA et AL., 2004). Segundo Ouhida et al. (2002), o tratamento
de cascas e cotilédones de soja com enzimas degradadoras de parede celular
(pectinase) resulta na liberacdo de, pelo menos, 7% dos monossacarideos
componentes das frac6es ndo sollveis em agua.

Os complexos enziméticos ndo apresentam funcdo nutricional direta, mas,
atuam como auxiliador no processo digestivo, de modo a melhorar a digestibilidade
dos nutrientes. A atuagdo das enzimas exdgenas ocorre da mesma forma que as
enzimas enddgenas, apresentando um sitio ativo com a capacidade de atuar sobre
substratos especificos, hidrolisando-os (COSTA et al, 2004).

O uso de subprodutos vegetais na alimentacédo de peixes é economicamente
viavel devido sua ampla disponibilidade e, consequentemente, menor custo. Os

usos de enzimas exodgenas nas racoes de peixes sao excelentes alternativas para
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melhora a digestibilidade do farelo de soja e reduzir os custos com farinha de
peixes.

Estudos com suplementacdo de enzimas exdgenas em larvas e juvenis de
peixes tém apresentado resultados distintos em relacdo a sua eficiéncia. Kolkovski
(2001) concluiu que o efeito das enzimas digestivas nas dietas € dependente da
idade, espécie e do tipo de enzima digestiva, bem como, do habito alimentar da
espécie. O efeito da adicdo de enzimas digestivas na racao tem sido estudado para
algumas espécies de peixes continentais, como o pacu, Piaractus mesopotamicus
(TESSER et al., 2006) e tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (SIGNOR et al., 2010).

Aspectos da organizacdo histolégica do trato digestorio de peixes sob
diferentes condicbes alimentares podem ser considerados como valioso
biomarcador para acessar as condi¢cdes nutricionais e avaliar o efeito de dietas
desbalanceadas em larvas e juvenis (GISBERT et al., 2008). Nesse sentido, Trevifio
et al. (2011) relataram que o intestino e o figado sdo considerados bons alvos de
estudo, jA que suas organizacfes histolégicas sdo particularmente sensiveis a
guantidade e a qualidade da dieta.

O presente trabalho foi conduzido com objetivo de avaliar o melhor nivel de
inclusdo e o efeito da incorporacdo de um complexo multienzimatico em uma racéo
com substituicdo parcial da farinha de peixe pelo farelo de soja, no desempenho e
morfologia do aparelho digestivo de larvas de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus).

MATERIAL E METODOS

Ambiente experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bioensaios em Aquicultura
Intensiva da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em
Campos dos Goytacazes-RJ. O processamento do material foi realizado no
Laboratério de Zootecnia (LZO) situado no Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agropecuaria (CCTA) e no Laboratorio de Morfologia e Patologia Animal (LMPA) do
Hospital Veterinario da UENF.

Os animais utilizados no experimento foram adquiridos junto a produtores de
Pilma. Ao inicio do experimento os animais foram distribuidos nos aquarios na

densidade de 10 animais por aquario.
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A unidade experimental utilizada foi um aquério de vidro, com volume util de
20 litros. Os aquérios foram acoplados a um sistema de recirculagdo de agua
composto de filtro mecanico e bioldgico, além de um aquario de retorno composto
de bomba subaquatica com capacidade nominal de 4000 litros por hora, termostato
e lampada ultravioleta.

Ao inicio do experimento, devido ao uso de animais ainda em estagio larval
(7 dias ap6s a eclosao), foi utilizado um grupo de 15 larvas para realizacdo da
biometria inicial. Os peixes apresentaram valores iniciais de comprimento total e
peso de 15,84 mm e 0,0583 g, respectivamente.

A qualidade da &gua do sistema foi monitorada diariamente atraveés de
mensuracao de pH, oxigénio dissolvido e temperatura. Para evitar variacbes nestes
parametros foi feita limpeza dos aquarios com troca de agua parcial diariamente,
evitando-se assim sobrecarga de matéria organica no sistema e quando necessario

o pH foi reajustado com uso de calcario.

Desenho experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos
e quatro repeticdes totalizando 20 unidades experimentais, a saber:

T1 - Racao controle (sem adicdo de complexo enzimético);

T2 - Racao com adicao de 0,0066% de complexo enzimatico;

T3 - Racdo com adicao de 0,0132% de complexo enzimatico;

T4 - Racdo com adicao de 0,0200% de complexo enzimatico;

T5 — Racdo com adicdo de 0,0266% de complexo enzimético;

Os animais foram alimentados ad libitum, quatro vezes ao dia, nos horarios de
9:00, 12:00, 15:00 e 18:00 horas. O foto-periodo foi controlado artificialmente, com
um total de 14 horas de luz e 10 horas de escuro, sendo que, as luzes se acendiam
as 7h e se apagavam as 21h.

O complexo enzimatico utilizado foi o Allzyme® SSF; este contém uma formula
Gnica do produto da fermentagcdo do Aspergillus niger. Sua composicdo é
representada por: fitase (300 SPU/g), protease (700 HUT/g), celulase (40 CMCU/qg),
xilanase (100XU/g), betaglucanase (200 BGU/g), amilase (30 FAU/g) e pectinase
(4000 AJDM/qg).
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As racgbes experimentais foram elaboradas com o auxilio do programa
computacional Super Crac®. Para a confeccdo das racdes foram utilizados
ingredientes tradicionais como farinha de peixe, farelo de soja, farelo de milho, dleo
de soja, além de premix mineral-vitaminico (Tabela 1). Os alimentos foram moidos e
homogeneizados em misturador tipo “Y”. Em seguida, o premix mineral-vitaminico, o
Oleo de soja e o complexo enzimatico foram adicionados e misturados aos
alimentos. A peletizacéo foi feita através de peletizadora com umedecimento prévio
da mistura com agua a 50°C. Apds o processamento, os peletes foram secos em
estufa (55°C) de ventilagdo forcada por 24 horas e desintegrados de modo a
apresentarem granulometria adequada ao tamanho da boca dos animais. As ra¢des
foram identificadas e armazenadas em recipientes plasticos a temperatura ambiente

até o inicio do experimento.

Tabela 1: Composicdo base das racdes experimentais.

Ingrediente Quantidade (%)
Peixe farinha 55% 53,9772
Soja farelo 45% 20,0000
Milho gréo 17,0154
Oleo de soja 6,0074
Vitcre-peixe 2,0000
Fosfato bicalcico 1,0000
Total 100
Composicéao calculada
Calcio % 3,5881
Fosforo total % 2,3896
Met. + cistina total % 1,5638
Metionina total % 1,0064
Fibra Bruta % 1,8936
Ener. Dig. Peixe Mkal/kg 2,8000
Proteina Bruta % 40
Biometria

Ao término do experimento foi feita biometria dos animais para obtencdo do
comprimento total, comprimento padrdo, altura e peso. Antes da biometria os
animais foram submetidos a eutanasia por choque térmico em agua a 0°C, e
posteriormente a afericdo dos dados foi realizada dissec¢éo e fixagdo dos O0rgaos
alvo (intestino e figado). Foi utilizada formalina neutra tamponada a 10% como
fixador dos tecidos.

A partir dos dados biométricos foram encontrados os seguintes parametros:
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e Ganho de peso (GP)= Peso final — Peso inicial

e Taxa de crescimento especifico (TCE)%= [(In Peso final —In Peso
inicial)/tempo] x 100

e Converséo alimentar (CA)= Alimento ingerido (g)/ganho de peso umido
(9)

e indice hepatossomatico (HSI)= (peso do figado/peso do corpo todo) x
100

 indice digestossomatico (DSI)= (peso do trato digestivo/peso do corpo
todo) x 100

Para avaliacdo do efeito dos tratamentos, ap6s a biometria final, os animais

foram submetidos a analise morfoldgica do trato digestoério (histologia).

Andlises histologicas

A partir desta analise foram confeccionadas as laminas permanentes coradas
em hematoxilina e eosina (HE) para analise morfolégica. Todas as analises
histologicas foram realizadas no Laboratério de Morfologia e Patologia Animal da
UENF.

Todos os tecidos coletados foram pesados em balanca analitica com
precisdo de 0,001g e imediatamente fixados. Cada amostra foi fixada por um
periodo minimo de 24 horas.

A seguir as amostras foram clivadas, se necessério, e acondicionadas em
histossetes plasticos para posterior processamento em processador automatico
(Leica® TP1020), onde foram desidratadas em cinco banhos sequenciais de alcool
etilico, sendo o primeiro banho em alcool a 70%, o segundo em alcool a 90% e os
seguintes em alcool absoluto, com duracdo de uma hora cada. A seguir foi
procedida a clarificacdo das amostras por imersdo em dois banhos de xilol, de uma
hora cada e embebic&o por imersao das amostras em dois banhos, de 30 minutos
cada, em parafina histologica a 60°C. Em sequéncia, o material foi incluido no
proprio histossete em que foi acondicionado, técnicas especiais poderdo ser

empregadas se necessarios.
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Apés a solidificacdo, os blocos foram resfriados e cortados em secdes de
cinco micrébmetros de espessura, em microtomo semi-automatico (Leica® RM2145).
Os cortes foram colocados em banheira histoldgica, de onde foram coletados com
laminas de vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina (HE)
para analise microscopica.

As fotomicrografias obtidas foram documentadas e arquivadas utilizando
maquina fotografica digital Infinityl® e software Infinity Analyze®, adaptada em
microscopio optico (Nikon® ECLIPSE E2000).

Analises estatisticas

Os dados das variaveis obtidos foram submetidos a anélise de variancia em
nivel de 5% de significancia e, em caso de diferencas, foi aplicado o teste de Tukey.
Todas as analises foram realizadas através do programa estatistico SAS 9.0 (SAS
Inc., Cary, NC, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, os valores de pH, oxigénio dissolvido e
temperatura foram mensurados diariamente, com valores respectivos de 6,39+0,57,
6,25+0,75 mg/l, 28,9+0,84 °C. Os valores registrados se mantiveram dentro dos
padrdes estabelecidos para peixes tropicais (KUBITZA, 2000).

A suplementacdo do complexo enzimatico nas racdes com substituicdo
parcial da farinha de peixe pelo farelo de soja, ndo apresentou diferenca significativa
(P<0,05) nos fatores de desempenho em larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) (Tabela 2).
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Tabela 2: Comprimento total (CT), comprimento padrédo (CP), altura (H), peso (P),

ganho de peso (GP), taxa de crescimento especifico (TCE) de Oreochromis

niloticus.

Niveis de enzima CT (mm) CP (mm) H(mm) P (g) GP (9) TCE
0 50,992 40,262 17,212 3,202 3,142 13,042
0,0066 50,212 39,352 17,322 3,192 3,132 12,072
0,0132 50,772 40,012 17,622 3,392 3,332 13,152
0,0200 50,418 39,26 17,302 3,202 3,152 13,042
0,0266 50,732 40,25 17,362 3,272 3,222 12,962
CV (%) 4,85 4,69 4,26 10,27 10,46 2,87

Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey(P<0,05)

O tratamento que recebeu 0,0132% de complexo enzimatico (CE) apresentou
valores mais altos para peso, ganho de peso e taxa de crescimento especifico, mas
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05).

O tratamento com inclusdo de 0,0066% de CE foi o Unico que nao
apresentou valor superior em ganho de peso em relacdo ao tratamento controle.
Segundo Oliveira et al. (2007), os complexos enzimaticos, compostos por enzimas
com caracteristicas sinérgicas e aditivas, sao eficientes no aproveitamento da
energia e proteina dos alimentos. Os resultados corroboram com Bock et al. (2007),
gue avaliaram eficiéncia da fitase na disponibilizacdo de fésforo dos alimentos. Ha
relatos de outros autores que testaram enzimas exdgenas para peixes e também
nao encontraram diferenga significativa nos valores de peso final, comprimento final
e sobrevivéncia (Furuya et al., 2004).

Nunes et al. (2006), testaram trés enzimas isoladas na dieta de tambaqui
(Colossoma macropomum), sendo elas amilase, lipase e protease. Estes autores
encontraram resultados distintos para cada enzima, sendo que, a suplementacéo
com protease nao revelou diferencas significativas nos parametros de desempenho.
Entretanto, a suplementacdo com amilase a 0,05% e lipase a 0,20% melhoraram,
significativamente, o ganho de peso, conversdo alimentar e taxa de crescimento
especifico para esta espécie.

O consumo de ragcdo apresentou valores mais baixos nos tratamentos que

receberam complexo enzimatico em sua formulag&o. Entretanto, ndo foi registrada
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diferenca significativa (P>0,05). A converséo alimentar e sobrevivéncia também néo
diferiram significativamente entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 3). Resultado
similar foi encontrado por outros autores (SIGNOR et al.,, 2010), cujos niveis de
0,066% e 0,099% de complexo enzimatico nas racbes de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) resultaram em menor consumo alimentar e melhor
conversao alimentar, apesar do ganho de peso similar. Estes autores relataram que
o nivel de 0,066% de CE disponibilizou maior quantidade de nutrientes, levando os

peixes a0 menor consumo de racao.

Tabela 3: Comprimento do intestino (Ci), indice hepatossomatico (IHS), indice
digestossomatico (IDS), consumo de racdo por peixe (CrPX), conversdo alimentar
(CAA), sobrevivéncia (SB%) de Oreochromis niloticus.

Niveis de enzima Ci (mm) IHS IDS CrPX (g) CAA SB%

0 260,12  2,71@ 8,582 3,192 0,992 85,002
0,0066 275,52 2,112 8,422 2,982 1,052 95,002
0,0132 301,52 2,162 9,322 3,012 1,102 95,002
0,0200 276,68 2,372 8,212 2,972 1,052 90,002
0,0266 273,68 2,332 9,152 2,662 1,312 87,502
CV (%) 160,9 35,21 11,16 12,16 20,40 9,78

Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey(P<0,05)

Os valores médios de consumo de racdo, conversao alimentar e taxa de
crescimento especifico, que apresentaram melhores indices nos tratamentos que
receberam 0,0132%, 0,0200% e 0,0266%, podem indicar que a inclusdo de
complexo enzimatico disponibilizou maior quantidade de nutrientes, levando os
peixes a menor consumo, apesar de ndo haver registro significativo (P>0,05) nos
parametros zootécnicos. Ha registros similares na literatura, cuja inclusdo de
complexos enzimaticos, mesmo apresentando melhores indices, resultou em ganho
de peso similar aos demais tratamentos (SIGNOR et al., 2010).

Na literatura s&o encontrados trabalhos com utilizagdo de enzimas exdgenas
de forma isolada (MOURA et al., 2007; NUNES et al., 2006; FURUYA et al., 2001;
GONCALVEZ et al., 2004; BOCK et al., 2007) ou na forma de complexos (SIGNOR
et al.,, 2010; OLIVEIRA et al.,, 2007), que relatam seus efeitos na nutricdo de
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diferentes espécies de peixes. Entretanto, ndo héa relato de maleficios da utilizacao
dessas enzimas na digestibilidade e nem no crescimento das espécies avaliadas.

Nos resultados encontrados no presente trabalho, ndo houve uma tendéncia
significativa para os parametros de desempenho zootécnico, ou seja, 0s niveis de
CE testados nao apresentaram uma tendéncia em melhorar o desempenho dos
peixes para a ragdo utilizada. A tilapia é uma espécie onivora com aparato digestivo
bem desenvolvido, capaz de obter bom aproveitamento de nutrientes de origem
vegetal (GOMINHO-ROSA et al., 2015). Meurer et al. (2000), observaram em seu
trabalho que essa espécie, quando submetidas a tratamentos com aumentos dos
niveis de soja na racao, apresentam efeito linear positivo sobre os valores de peso e
comprimentos finais médios. Portanto, a espécie, mesmo sem a adicdo de CE,
apresenta boa capacidade de aproveitar o farelo de soja na racdo em substituicdo a
farinha de peixe. Esta pode ser uma explicacdo para a variacdo dos resultados
encontrados no presente experimento.

O resultado das analises morfométricas para os parametros de largura da
vilosidade, metade da largura da vilosidade e numero de células do figado néo
apresentaram diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos (Tabela 4).
Entretanto, para o parametro de altura da vilosidade o tratamento com adicdo de
0,0200% de CE foi melhor significativamente (P<0,05) que os demais tratamentos.

Tabela 4. Resultado dos parametros morfométricos.

Niveis de enzima ALT (um) LARG (um) % (um) N° CEL
0 192,74 58,992 32,252 213,502
0,0066 196,61° 73,672 39,712 243,502
0,0132 210,10P 70,572 35,762 275,502
0,0200 272,972 75,582 40,422 238,002
0,0266 221,55P 68,462 37,222 243,502
CV (%) 7,98 11,26 19,43 22,55

ALT: altura das vilosidades do intestino; LARG: largura das vilosidades do intestino; ¥%2: metade da largura das
vilosidades do intestino; N° CEL: nimero de células do figado.
Médias seguidas por letras diferente, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)



73

Aspectos da organizacao histologica do trato digestério durante a ontogenia
inicial ou sob diferentes condigbes alimentares podem ser considerados como
valioso biomarcadores para acessar as condi¢cdes nutricionais e avaliar o efeito de
dietas desbalanceadas em larvas e juvenis (GISBERT et al.,, 2008). Segundo
Segner et al.,, (1994), as mudancas nutricionais ou as dietas nutricionalmente
deficientes sdo fatores que afetam sensivelmente as reservas energéticas e
hepaticas.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie tipicamente onivora,
com baixo pH estomacal, um intestino com um coeficiente intestinal médio de 6,14 e
uma ampla distribuicdo de enzimas ao longo do intestino (RODRIGUES et al., 2012;
RUST et al., 2002; TENGJAROENKUL et al., 2000).

A mudanca de farinha de peixes e Oleo de peixe para produtos de soja
apresenta varios desafios metabdlicos e de saude para os peixes cultivados. Ao
usar altos niveis dietéticos de materiais derivados de plantas, particularmente
aguele derivado da soja é importante considerar 0os impactos na microbiota intestinal
e na histologia intestinal, pois o trato gastrointestinal (Gl) pode ser uma das
importantes rotas de infec¢do para alguns patégenos em peixes (MERRIFIELD et
al., 2011).

Foi considerado por Gisbert et al., (2004), que o achatamento progressivo
das vilosidades intestinais em larvas de Paralichthys californicus é caracteristico de
larvas em jejum progressivo. Por outro lado, segundo as observacdes de Tesser et
al., (2006), a presenca de nucleo dos hepatécitos excéntricos, sdo consequéncia da
grande quantidade de reserva e, principalmente, da presenca de glicogénio,
evidenciada pela forte reacao positiva ao PAS observada em seu trabalho.

Kolkovski et al. (1997) e Kolkovski et al. (2000), em estudo com larvas de
Dicentrarchus labrax e Perca flavensis, respectivamente, ndo encontraram efeito
significativo da suplementagdo de enzimas exogenas sobre o crescimento e a
sobrevivéncia dos animais, sugerindo que a quantidade de enzimas ativas
provenientes da dieta néo foi suficiente para promover efeito sobre o desempenho
produtivo. Outra possibilidade avaliada pelos autores seria a de que essas espécies
nao respondem a suplementacdo de enzimas exogenas. Por outro lado, a adocao
de enzimas em dietas pode acarretar pré-hidrélise dos seus componentes antes
mesmo do oferecimento aos peixes (DABROWSKA et al., 1979). Esse fato foi

confirmado recentemente por Stone et al. (2003), que notaram aumento na
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quantidade de acUcares na dieta suplementada em comparacdo aquela sem
suplementacdo. As teorias expostas pelos autores podem explicar a auséncia de
resultados significativos no presente trabalho. Além disso, o fato da tilapia
apresentar aparato digestorio bem desenvolvido, ou seja, apropriado para digestéao
de alimentos de origem vegetal, é outro fator a se considerar.

O tratamento com complexo enzimatico em dietas para larvas de
Oreochromis niloticus né&o interfere no desempenho dos peixes. Dentre o0s
parametros morfométricos analisados, o nivel de 0,0200% apresentou resultado
positivo na altura da vilosidade, o que indica beneficios no uso do complexo

enzimaético.
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